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RESUMO  
Os antígenos cancer/testículo (CTAs) são considerados promissores 
alvos para abordagens de imunoterapia em câncer devido à sua alta 
imunogenicidade e padrão de expressão praticamente restrito a tecidos 
tumorais (estão também expressos em células germinativas do testículo, 
placenta e ovário fetal). Apesar do padrão de expressão dos CTAs estar bem 
estabelecido em carcinomas, pouco se sabe sobre a expressão desses 
antígenos em neoplasias linfóides como Linfomas de Hodgkin (LH) e Linfomas 
não-Hodgkin (LNH). Objetivo: Avaliar o potencial desses antígenos específicos 
tumorais como candidatos à imunoterapia em linfomas, através da análise de 
expressão protéica dos CTAs e avaliação da resposta imune humoral 
espontânea contra esses antígenos, correlacionando os achados com os dados 
clínicos e prognóstico. Métodos: Três blocos de Tissue Microarray (TMA) 
foram construídos a partir de 38 amostras teciduais de LH clássico e 106 de 
LNH obtidos nos arquivos do Departamento de Anatomia Patológia da 
UNIFESP. As lâminas de TMA foram submetidas a um painel de 
imunohistoquímica para 9 CTAs, a saber: MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, 
MAGE-A10, CT7, CT10, NY-ESO-1, LAGE e GAGE. A avaliação da imunidade 
humoral espontânea foi realizada em 97 amostras de soro de pacientes com 
LNH ao diagnóstico (59 dos quais foram incluídos na casuística do TMA), 
utilizando-se a técnica de ELISA em um painel mais amplo de CTAs (MAGE-
A1, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A10, NY-ESO-1, CT7, CT10, CT24, CT45, 
CT46, CT47, CT63, CT83, SSX-1, SSX-2, SSX-4, LAGE-1, GAGE-2, SAGE-1, 
XAGE-1). Resultados: De forma global, houve baixa expressão de CTAs nas 
amostras analisadas, visto que apenas 21,1% das amostras de LH e 11,3% 
das amostras de LNH apresentaram positividade para pelo menos 1 dos CTAs 
incluídos no painel de imunohistoquímica. MAGE-A (18,4%) e CT7 (13,2%) 
foram os CTAs mais frequentemente expressos em LH, enquanto MAGE-A 
(6,6%), GAGE (5,7%) e NY-ESO-1 (4,8%) foram os mais expressos em LNH. 
Apesar de não ter sido encontrada diferença estatisticamente significante na 
expressão de CTAs entre os subgrupos clínicos de LH, houve maior frequência 
de positividade nos pacientes com estadiamento avançado (28,6%), 
comparado àqueles com estadiamento inicial (11,8%). Nos subgrupos clínicos 
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de LNH, a frequência de expressão de CTAs foi maior nos linfomas agressivos 
(14,9%) em relação aos indolentes (3,1%), nos linfomas difusos de grandes 
células B (LDGCB) (16,1%) comparado aos não-LDGCB (6,0%) e no subgrupo 
que não atingiu resposta completa (15,0%) comparado àqueles que obtiveram 
resposta completa (6,8%). Entretanto, as diferenças não foram estatisticamente 
significantes em nenhum desses subgrupos. Um achado inesperado no 
presente estudo foi a expressão mais frequente de CTAs no subgrupo de LNH 
com estadiamento inicial (I e II) comparado ao subgrupo com estadiamento 
avançado (III e IV). Apesar da diferença encontrada na análise de sobrevida 
entre o grupo de pacientes que não apresentaram expressão de CTA 
(sobrevida mediana de 65 meses) e aqueles que apresentaram expressão de 
pelo menos 1 CTA (sobrevida mediana de 11 meses), a diferença não foi 
estatisticamente significante (p=0.0947). A resposta humoral espontânea 
contra pelo menos 1 CTA do painel foi encontrada em 19,6% dos pacientes 
com LNH. CT47 foi o CTA mais frequentemente expresso (7.2%), seguido do 
CT45 (5.1%), NY-ESO-1 (5.1%) e MAGE-A4 (5.1%). Os CTAs foram mais 
frequentemente expressos em LNH de células B (21.2%) comparado aos LNH 
de células T (6.2%) (p=0.048). Não houve diferença estatisticamente 
significante na resposta humoral anti-CTAs em qualquer dos outros subgrupos 
clínicos de LNH. Conclusão: De forma geral, houve baixa expressão protéica 
de CTAs em nossa casuística de LH e LNH com o painel utilizado. Apesar dos 
limitados dados disponíveis na literatura, esses achados são concordantes com 
a maioria dos estudos realizados utilizando RT-PCR e/ou imunohistoquímica. 
Não houve correlações estatisticamente significantes entre expressão de CTAs 
e parâmetros clínicos ou prognósticos no presente estudo. A reatividade sérica 
contra os CTAs testados ocorreu em níveis semelhantes ao da expressão 
protéica em LNH, sugerindo que os pacientes com LNH são capazes de montar 
resposta imune humoral específica contra CTAs.  
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1. INTRODUÇÃO 
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Introdução 
 Apesar dos avanços no conhecimento da biologia tumoral e tratamento 
dos linfomas nas últimas décadas, a cura neste grupo heterogêneo de doenças 
ainda é um desafio, sobretudo para alguns subtipos de linfomas não-Hodgkin 
(LNH), onde a chance de se obter remissão completa sustentada pode ser 
inferior a 30%, segundo dados do National Comprehensive Cancer Network 
(NCCN, 2010). Assim, a melhor compreensão da patogênese e a identificação 
das bases moleculares envolvidas na heterogeneidade dessa doença poderão 
auxiliar no desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas.  
 Os antígenos específicos de câncer/testículo (CTAs) são proteínas 
altamente imunogênicas, capazes de induzir resposta imune celular e humoral 
específica. São assim denominados devido ao seu padrão peculiar de 
expressão restrito a câncer e às células germinativas dos testículos (Chen et 
al., 1997; Old & Chen, 1998). A espermatogônia é conhecida por não expressar 
moléculas MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe I, o que a torna 
incapaz de apresentar peptídeos aos linfócitos T citotóxicos (LTC), e 
desencadear resposta imune celular. Devido a essa característica 
imunoprivilegiada das células germinativas testiculares, a expressão dos CTAs 
nos tecidos onde normalmente esses antígenos encontram-se silenciados, os 
coloca em situação peculiar, de modo a serem considerados antígenos 
específicos tumorais. A expressão de alguns CTAs também foi identificada em 
células trofoblásticas da placenta e no ovário fetal (Caballero & Chen, 2009).  
 Exceto por essas localizações, normalmente a expressão dos CTAs 
encontra-se silenciada em tecidos normais. O silenciamento da expressão dos 
CTAs é regulado pelo mecanismo epigenético da metilação. Estudos sugerem 
que a hipometilação global do DNA seja um dos mecanismos responsáveis 
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pela expressão aberrante dos CTAs em células cancerígenas (De Smet et al., 
1999; Sigalotti et al., 2004; Oi et al., 2009). Essas características de forte 
imunogenicidade, expressão seletiva em tecidos normais e expressão 
aberrante em vários tipos de tumores, fazem dos CTAs potenciais candidatos à 
imunoterapia no câncer. 
 Apesar de serem neoplasias hematológicas frequentes, existem poucos 
estudos avaliando a expressão de CTAs em linfomas, e a grande maioria deles 
utilizou um painel bem restrito de CTAs. Sendo assim, a exemplo de drogas 
como o rituximabe (anticorpo monoclonal anti-CD20), um dos pioneiros da 
imunoterapia contra o câncer aplicada à prática clínica e que contribuiu 
significativamente para a melhora do prognóstico de LNH de células B, existe a 
necessidade de melhor avaliação da expressão dos CTAs como possíveis 
alvos para abordagens de imunoterapia em linfomas, tanto sob a forma de 
vacinas anti-CTAs quanto na indução de resposta de linfócitos T citotóxicos 
contra CTAs.   
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1.1 OBJETIVOS 
 Assim, os objetivos geral e específicos desse estudo são: 
 
Objetivo geral:  
Avaliar a expressão de determinadas famílias de CTAs, pela técnica de 
tissue microarray (TMA), em biópsias de tumor obtidas de pacientes com 
linfomas de Hodgkin e linfomas não-Hodgkin ao diagnóstico. 
 
Objetivos específicos:  
1. Correlacionar a expressão dos CTAs com as características clínicas, 
índices prognósticos e sobrevida global dos linfomas. 
2. Avaliar a presença de imunidade humoral espontânea contra 
determinados CTAs em amostras de soro de pacientes com linfomas 
não-Hodgkin, obtidas ao diagnóstico. 
3. Comparar os resultados de expressão dos CTAs aqui utilizados com os 
dados disponíveis na literatura. 
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Revisão da Literatura 
2.1 Linfomas 
 Linfócitos são células especializadas do sistema imunológico 
responsáveis pela produção de anticorpos (linfócitos B), imunidade celular 
(linfócitos T) e ataque direto a células doentes/ infectadas (linfócitos T e NK). 
Embora estas células possam multiplicar-se normalmente frente a estímulos 
infecciosos ou inflamatórios provocando aumento reacional de órgãos do 
sistema linfático (como linfonodos, amígdalas e baço), o organismo dispõe de 
mecanismos de auto-controle e, cessado o estímulo, estes órgãos tendem a 
regredir, voltando ao seu tamanho original. Quando estas células sofrem dano 
em seu material genético (oncogenes e genes supressores tumorais) e perdem 
este auto-controle, podem sofrer expansão clonal, levando à formação de 
tumorações nestes órgãos e/ou infiltrações em outros órgãos fora do sistema 
linfático (extra-nodais), caracterizando o grupo de neoplasias malignas 
denominado de linfomas (Maciel, Inaoka, Barbosa et al., 2007). Este termo 
engloba um grupo heterogêneo com mais de 30 doenças com características 
clínicas, morfológicas, imunofonotípicas, citogenéticas e moleculares distintas, 
classificadas em 2 grandes grupos: Linfoma de Hodgkin (LH) e Linfoma Não-
Hodgkin (LNH), nomenclatura adotada em homenagem a Thomas Hodgkin, 
que em 1832 descreveu pela primeira vez o linfoma como “tumor do sistema 
linfático” (Jaffe et al., 2008). 
Hereditariedade (história familiar positiva), idade avançada, 
imunossupressão congênita (Ex: Síndrome de Wiskott-Aldrich, ataxia-
telangiectasia, imunodeficiência combinada grave) ou adquirida (Ex: SIDA, 
colagenoses, transplantados, uso de imunossupressores), exposição a alguns 
agentes químicos (solventes orgânicos, pesticidas), agentes físicos (radiações) 
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Revisão da Literatura 
e agentes biológicos (HIV, HTLV, EBV, HHV8, HCV, Helicobacter pylori e 
Chlamydia psittaci) são alguns dos fatores associados à gênese do linfoma. 
Entretanto, a grande maioria dos pacientes com linfoma não apresenta 
quaisquer destes fatores citados, e a etiopatogênese permanece obscura (Jaffe 
et al., 2008). 
O quadro clínico dos linfomas é bastante variado, podendo-se encontrar 
desde indivíduos assintomáticos, diagnosticados casualmente através de 
exame de imagem realizado por outros motivos, até aqueles que apresentam 
massas tumorais rapidamente progressivas, muitas vezes com compressão de 
estruturas nobres vizinhas. O achado mais freqüente é o de adenomegalia 
indolor com crescimento progressivo, associado ou não a sintomas 
constitucionais como fraqueza, inapetência, febre, sudorese noturna e perda 
ponderal. Hepatomegalia e esplenomegalia podem ocorrer por infiltração da 
doença. Dependendo do tamanho e localização da massa tumoral, podemos 
observar sinais e sintomas associados a compressão/ infiltração de sistema 
respiratório, circulatório, digestório, urinário, nervoso ou de outras estruturas. 
Quando a doença infiltra a medula óssea, pode comprometer a hematopoese 
causando anemia (fraqueza, dispnéia, tontura), trombocitopenia (sangramentos 
espontâneos ou a pequenos traumas) e/ou leucopenia (infecções). Leucocitose 
também pode ocorrer pela presença das células tumorais no sangue periférico. 
As células tumorais podem ainda causar disfunção imunológica com produção 
de anticorpos anormais, provocando fenômenos auto-imunes como anemia 
hemolítica auto-imune, púrpura trombocitopênica imunológica, e quadro 
semelhante a outras doenças auto-imunes, como lúpus eritematoso sistêmico e 
artrite reumatóide (Inaoka et al., 2010). 
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Para o diagnóstico, é necessária a obtenção de amostras do tumor para 
análise específica. Apesar de avanços nas técnicas de exames em materiais 
obtidos através de punção aspirativa por agulha fina (PAAF) – citologia, 
imunocitoquímica, citometria de fluxo e técnicas de estudo molecular – o 
diagnóstico definitivo é, em geral, realizado por biópsia tecidual da lesão pela 
maior possibilidade de avaliação da arquitetura tumoral e estudo 
imunohistoquímico. Esta mesma amostra pode ser utilizada em estudos 
citogenéticos e moleculares que podem acrescentar informações para melhor 
caracterização diagnóstica e prognóstica do paciente. Em casos com linfocitose 
detectada em amostra de sangue periférico, a análise imunofenotípica por 
citometria de fluxo pode determinar a clonalidade dos linfócitos e auxiliar na 
classificação processo linfoproliferativo (Inaoka et al., 2010; NCCN, 2010).  
Após o diagnóstico correto do tipo de linfoma, o paciente deve ser 
estadiado para programação terapêutica adequada. O estadiamento é 
realizado com base em dados clínicos, exames de imagem (tomografia, 
ressonância magnética) com ou sem avaliação funcional por medicina nuclear 
(cintilografia, PET-FDG) e biópsia de medula óssea (NCCN, 2010). Tanto o LH 
como o LNH são estadiados de forma semelhante, conforme descrito no 
Quadro 1. 
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Quadro 1: Estadiamento de Ann Arbor para LH e LNH. 
Estágio Extensão da doença 
I Comprometimento de 1 grupo de linfonodos ou 1 órgão extra-nodal. 
II Comprometimento de 2 ou mais grupos de linfonodos com ou sem comprometimento 
de 1 órgão extra-nodal, porém envolvendo apenas 1 dos lados (acima ou abaixo) do 
diafragma. 
III Comprometimento de 2 ou mais grupos de linfonodos com ou sem comprometimento 
de 1 órgão extra-nodal, envolvendo ambos os lados do diafragma. 
IV Comprometimento de vários órgãos extra-nodais (Ex: fígado, pulmão, medula 
óssea). 
B – Se presença de “sintomas B” (febre, sudorese noturna, perda ponderal > 10% peso  
      corpóreo em 6 meses).  
A – Ausência de “sintomas B”. 
E – Se comprometimento de órgãos extra-nodais. 
X – Se tumoração com > 10cm ou 1/3 do diâmetro torácico (Bulky). 
Fonte: NCCN (2010). 
 
O PET-FDG (Tomografia com Emissão de Pósitrons utilizando 18F-
fluordeoxiglucose) representa um dos maiores avanços na avaliação não-
invasiva do paciente com linfoma, tanto ao diagnóstico quanto na reavaliação e 
seguimento após tratamento, por ser um exame que possibilita a análise 
anatômica e funcional (taxa metabólica) das estruturas analisadas. Estudos 
demonstram que este exame apresenta boa acurácia na detecção de 
acometimento tanto linfonodal quanto extra-nodal, e utilidade também na 
avaliação de linfomas indolentes, o que não era possível através da cintilografia 
com gálio-67 (Mody et al., 2007; Seam et al., 2007; Paes et al., 2010; 
Gallamini, 2010). 
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2.1.1 Linfoma de Hodgkin 
O LH é o grupo de linfomas caracterizados pela presença de células 
tumorais grandes, multinucleadas, com nucléolos evidentes, e que expressam 
os marcadores CD15 e CD30, denominadas de “células de Reed-Sternberg” 
em homenagem a Carl Sternberg (1898) e Dorothy Reed (1902), os primeiros a 
descreverem estas células. De acordo com o Leukemia and Lymphoma 
Society, o LH representa 11,5% de todos os linfomas. Sua incidência tem 
permanecido estável nas últimas décadas, e estatísticas americanas revelam a 
estimativa de 8.220 casos novos e 1.350 mortes por LH/ ano nos EUA (Jemal 
et al., 2008). Dados recentes do Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimam 
uma incidência de 2.870 casos novos de LH no Brasil em 2009 (INCA, 2009). O 
LH apresenta discreto predomínio do sexo masculino (M:F 1,3:1) e distribuição 
etária bimodal, com maior pico de incidência na faixa etária de 20-30 anos e 
um menor pico após 50 anos. Caracteriza-se, em geral, por surgimento em um 
único sítio nodal e padrão de disseminação tendendo a respeitar grupos de 
linfonodos contíguos. Apresenta predomínio por localização supra-
diafragmática, com aproximadamente 80% dos pacientes apresentando 
comprometimento nesta região, e raramente apresenta envolvimento de órgãos 
extra-nodais. É classificado, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 
em LH com predominância linfocitária nodular (5%) e LH clássico (95%), este 
último grupo, subdividido em: LH rico em linfócitos, esclerose nodular, 
celularidade mista e depleção linfocitária (Jaffe et al., 2008).  Com o grande 
avanço no tratamento do LH nas últimas 4 décadas, atualmente essa doença 
apresenta curabilidade em aproximadamente 80% dos casos (NCCN, 2010). 
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O tratamento do LH em estágios iniciais (I e II) envolve 
preferencialmente quimioterapia (ABVD/ Stanford V) associada à radioterapia 
de campos envolvidos. Irradiação linfóide subtotal (manto, para-aórtico e 
esplênico) pode ser realizada em pacientes selecionados que não toleram o 
tratamento quimioterápico, e a quimioterapia isolada pode ser empregada em 
casos que apresentem contra-indicações à radioterapia. Presença de massa 
com > 10cm de diâmetro (Bulky), VHS ≥ 50mm, envolvimento de > 3 sítios e 
presença de sintomas B são fatores prognósticos desfavoráveis associados à 
doença localizada. A doença em estágio avançado (III e IV) é 
preferencialmente tratada com quimioterapia (ABVD, Stanford V ou, mais 
recentemente, regime BEACOPP), e a radioterapia é, em geral, indicada 
apenas para sítios de massa > 10cm de diâmetro (Bulky). Alguns dos fatores 
prognósticos desfavoráveis associados à doença avançada são: sexo 
masculino, idade ≥ 45 anos, estadiamento IV, anemia (Hb < 10,5g/dl), 
leucocitose (≥ 15,000/mm3), linfopenia (< 8% ou < 600/mm3) e albumina < 
4g/dl (Hasenclever et al., 1998). 
O seguimento após tratamento recomendado nos 2 primeiros anos é: 
consulta a cada 2-4 meses para avaliação de queixas clínicas, exame físico e 
laboratorial, com avaliação tomográfica a cada 6-12 meses. Posteriormente, a 
consulta pode ser realizada a cada 3-6 meses e a avaliação tomográfica 
anualmente até o 5º ano (NCCN, 2010). 
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2.1.2 Linfomas Não-Hodgkin 
Os LNH correspondem a aproximadamente 4% de todos os cânceres, 6ª 
neoplasia maligna mais frequente e 70% de todos os linfomas. Estima-se uma 
incidência de 66.120 casos novos e 19.160 mortes por LNH/ ano nos EUA, 
equivalendo a 9ª causa de morte por câncer em homens e 6ª causa de morte 
por câncer em mulheres (Jemal et al., 2008). No Brasil, a estimativa do INCA 
foi de 9.100 novos casos de LNH em 2009 (INCA, 2009). O LNH apresenta 
leve predomínio do sexo masculino e incidência crescente com a idade, 
variando de 4/100.000 habitantes aos 20 anos a 80/100.000 habitantes na 
população acima de 70 anos. O LNH caracteriza-se por padrão de 
disseminação não-contíguo, sendo frequentemente diagnosticado como 
“doença disseminada”. Apresenta também freqüente envolvimento de órgãos 
extra-nodais e menor curabilidade quando comparado ao LH. Recentes 
avanços na terapia com associação de novos agentes terapêuticos como os 
anticorpos monoclonais têm demostrado resultados animadores, com melhora 
na taxa de resposta completa e sobrevida global destes pacientes.  
A classificação da OMS para doenças linfoproliferativas (Jaffe et al., 
2008) classifica os LNH, de acordo com a origem celular, em: neoplasias de 
células B (80-85%) e neoplasias de células T e NK (15-20%), juntamente com o 
LH e outras doenças linfoproliferativas como  leucemias linfóides e mieloma 
múltiplo (Quadro 2).  
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Quadro 2: Classificação da OMS para doenças linfoproliferativas. 
 
Neoplasias de células linfóides B 
 
 
Neoplasias de células linfóides T e NK 
 
 
Neoplasias de células B precursoras 
  Leucemia/linfoma linfoblástico de células B  
  
Neoplasias de células B maduras 
  Leucemia linfóide crônica de células B/ linfoma linfocítico de  
    pequenas células  
  Leucemia pró-linfocítica B  
  Linfoma de zona marginal esplênico (com ou sem linf. vilosos)  
  Leucemia de células vilosas  
  Linfoma/leucemia esplênicos, não classificáveis 
  Linfoma linfoplasmocítico/ Macroglobulinemia de Waldenström 
  Doenças de cadeia pesada  
  Mieloma múltiplo/plasmocitoma 
  Linfoma da zona marginal extranodal do tipo MALT  
  Linfoma da zona marginal nodal   
  Linfoma folicular  
  Linfoma primário cutâneo do centro folicular 
  Linfoma de células do manto  
Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) 
Linfoma de grandes células B primário do mediastino 
Linfoma de grandes células B intravascular 
  Linfoma de grandes células B primário de pele 
Linfoma de grandes células B ALK+ 
Linfoma de grandes células B 2º D. de Castleman (HHV8+) 
Linfoma plasmablástico 
Linfoma primário de efusão 
  Granulomatose linfomatóide 
  Linfoma de Burkitt  
  Linfoma de células B não classificáveis, com características    
    intermediárias entre LDGCB e linfoma de Burkitt 
  Linfoma de células B não classificáveis, com características  
    intermediárias entre LDGCB e linfoma de Hodgkin clássico.  
Linfomas de Hodgkin  
 
 
Neoplasias de células T precursoras  
  Leucemia/linfoma linfoblástico de células T  
   
Neoplasias de células T maduras  
  Leucemia pró-linfocítica T  
  Leucemia linfocítica granular de células T  
  Doença linfoproliferativa crônica de células NK 
  Leucemia agressiva de células NK  
  Doença linfoproliferativa sistêmica de células T da infância (EBV+) 
  Linfoma Hydroa vacciniforme-like 
  Leucemia/linfoma de células T do adulto (HTLV-I+)  
  Linfoma de células NK/T extranodal tipo nasal  
  Linfoma de células T associada a enteropatia  
  Linfoma de células T hepatoesplênico  
  Linfoma de células T tipo paniculite subcutânea  
  Micose fungóide/ Síndrome de Sézary  
  Doença linfoproliferativa de células T primário cutâneo CD30+    
    (papulose linfomatóide/ linfoma anaplásico primário cutâneo) 
  Linfoma de células T citotóxicas CD8+ agressivo epidermotrópico 
  Linfoma de células T primário cutâneo gamma-delta 
  Linfoma primário cutâneo de pequenas e médias células T CD4+  
  Linfoma de células T periféricas não- especificado  
  Linfoma de células T angioimunoblástico  
  Linfoma anaplásico de grandes células, ALK+ 
  Linfoma anaplásico de grandes células, ALK- 
 
Fonte: Jaffe et al. (2008).  
 
O LNH pode também ser classificado quanto ao comportamento clínico 
em indolente ou agressivo. O LNH indolente costuma apresentar crescimento 
lento e progressivo, geralmente sem maior comprometimento do estado geral, 
com sobrevida mediana de 6-10 anos, muitas vezes, mesmo sem qualquer 
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tratamento. Os principais representantes deste grupo são: LNH folicular, LNH 
linfocítico de pequenas células e LNH de zona marginal. Por acometer 
preferencialmente pacientes idosos, muitos pacientes apresentam outras co-
morbidades como doenças cardiovasculares e cerebrovasculares, e acabam 
falecendo com a doença e não da doença linfoproliferativa (Inaoka et al., 2010).  
Por apresentar crescimento lento, as células tumorais são menos suscetíveis à 
quimioterapia, resultando em baixo potencial de cura com o tratamento, exceto 
em casos de doença localizada (I e II) tratada com radioterapia. Infelizmente, 
devido às características biológicas da doença e por ser geralmente pouco 
sintomático, a maioria dos pacientes apresentam-se ao diagnóstico com 
doença em estadiamento avançado. Pacientes com doença avançada (III e IV) 
ou doença localizada recidivada após quimioterapia e/ou radioterapia podem 
permanecer em conduta expectante até o surgimento de massas tumorais 
grandes, compressivas ou esteticamente inaceitáveis, sintomas B, citopenias 
(auto-imunes ou por infiltração da medula óssea) para o início do tratamento 
com quimioterapia (regimes contendo análogo de purina, agentes alquilantes e 
antracíclicos) associada ou não ao rituximabe, anticorpo monoclonal anti-CD20 
(marcador de linfócitos B), que age por múltiplos mecanismos sobre a célula 
tumoral CD20+: sinalização da célula tumoral para ataque pelo sistema imune 
(citotoxicidade mediada por anticorpo e complemento) e indução de apoptose 
(Smith, 2003), como ilustrado na Figura 1.  
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Figura 1: Mecanismos de ação do rituximabe. Figura esquemática que ilustra os diferentes 
mecanismos anti-tumorais do rituximabe: 1) Citotoxicidade celular dependente de anticorpo. 2) 
Citotoxicidade celular dependente de complemento. 3) Indução de apoptose. Fonte: Science 
signaling – The Signal Transduction Knowledge Environment. Disponível em 
<http://stke.sciencemag.org/>  
 
Estudos recentes em linfoma folicular refratário ou recidivado 
evidenciaram o benefício do rituximabe também como terapia de manutenção, 
demonstrando melhora na taxa de sobrevida livre de doença e sobrevida global 
tanto em pacientes que receberam o rituximabe quanto naqueles que não o 
receberam durante a terapia de indução (van Oers et al., 2010; Vidal et al., 
2009). Até 60% dos pacientes podem apresentar, em algum momento da 
evolução, transformação para subtipo agressivo de LNH, pouco responsivo ao 
tratamento. Estratégias como o transplante de células-tronco hematopoéticas 
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(TCTH) podem ser empregadas nos casos de transformação e em pacientes 
jovens, pelo risco de transformação de 2-3% ao ano (NCCN, 2010).  
O LNH agressivo geralmente apresenta-se como tumoração de 
crescimento rápido, freqüentemente associado a comprometimento do estado 
geral, com possibilidade de óbito em semanas a meses se não tratado. Por 
outro lado, apresenta maior suscetibilidade ao tratamento quimioterápico e 
maior curabilidade em relação ao LNH indolente. Os principais representantes 
deste grupo são: linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma 
linfoblástico e linfoma Burkitt. Pacientes com LDGCB localizado (I e II) são 
tratados, em geral, com 3-4 ciclos de quimioterapia baseada em antracíclico 
(CHOP-21) com rituximabe seguido de radioterapia em campos envolvidos. 
Pacientes com doença avançada recebem 6-8 ciclos deste mesmo regime 
quimioterápico. A sobrevida dos pacientes depende de alguns fatores 
prognósticos – IPI (Índice de Prognóstico Internacional): idade > 60 anos, 
estadiamento avançado (III e IV), acometimento de >1 órgão extra-nodal, 
estado geral (performance status do ECOG >1 – vide Quadro 3) e elevação de 
DHL, conforme especificado na Tabela 1.  
 
Quadro 3: Performance status (PS) do ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group). 
PS Descrição da capacidade funcional 
0 Assintomático. Capaz de desenvolver atividades habituais sem restrições 
1 Dificuldade em desenvolver atividades intensas, porém capaz de desenvolver atividades 
leves do lar e trabalhos leves 
2 Paciente ambulatorial, capaz apenas de cuidar de si mesmo, acamado em <50% do 
tempo em que está acordado 
3 Capaz apenas de cuidar de si mesmo, porém acamado em >50% do tempo em que está 
acordado 
4 Totalmente incapaz, restrito ao leito 
Fonte: The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project. (1993). 
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Tabela 1: Taxa de remissão completa (RC) e sobrevida global (SG) em 5 anos segundo IPI*. 
Risco Fatores adversos Taxa de RC SG em 5 anos 
Baixo 0 e 1 87% 73% 
Intermediário Baixo 2 67% 51% 
Intermediário Alto 3 55% 43% 
Alto 4 e 5 44% 26% 
Fonte: The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project. (1993). 
* Os pacientes com LNH agressivos de células B não receberam rituximabe. 
 
Devido ao grande impacto na sobrevida dos pacientes com a 
incorporação do rituximabe aos esquemas quimioterápicos para tratamento dos 
linfomas de grandes células B, os índices prognósticos foram reavaliados, 
sendo constatado que os fatores utilizados no IPI continuam sendo capazes de 
prever o prognóstico (R-IPI), desde que agrupados da seguinte forma: 
prognóstico muito bom (0 fatores de risco), bom (1-2 fatores) e ruim (3-5 
fatores). É importante destacar que, paralelamente à melhora dos cuidados de 
suporte clínico como antibioticoterapia nas últimas décadas, houve melhora 
importante na sobrevida desses pacientes com a associação do rituximabe ao 
esquema terapêutico, e a SG em 4 anos, mesmo na situação de pior 
prognóstico, passou a ser de 55%, conforme demonstrado na Tabela 5. Temos 
aqui um exemplo bem sucedido de imunoterapia alvo-específica capaz de 
aumentar, de forma expressiva, as taxas de RC e SG em LNH de células B. 
 
Tabela 2: Taxa de sobrevida global (SG) em 4 anos segundo R-IPI.  
Risco Fatores adversos SG em 4 anos 
Muito Bom 0 94% 
Bom 1-2 79% 
Ruim 3-5 55% 
Fonte: Sehn et al. (2005). 
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Pacientes com doença avançada e risco elevado de recidiva podem ser 
submetidos à consolidação com quimioterapia em alta dose/ transplante de 
células-tronco hematopoéticas (TCTH) já na 1ª remissão. Os pacientes que 
evoluem com refratariedade ou recidiva são, em geral, tratados com regime 
quimioterápico de salvamento (ICE, DHAP, MINE, ESHAP, GDP) associado ou 
não ao rituximabe, e posterior consolidação com TCTH. Pacientes com LNH de 
células do manto, linfoma linfoblástico e linfoma de Burkitt em geral recebem 
tratamento inicial com regime quimioterápico específico mais intenso e 
consolidação com TCTH (NCCN, 2010).  
 
2.1.3 Novas possibilidades terapêuticas em LNH 
A radioimunoterapia, nova modalidade que emprega o anticorpo 
monoclonal associado a átomos radioativos para direcionamento da radiação 
às células tumorais (Ex: Y-90-ibritumomab tiuxetan e I-131-tositumomab) tem 
apresentado resultados promissores em casos de LNH de células B refratários 
e recidivados, mesmo com múltiplas terapias prévias, e já é aprovada na 
Europa para tratamento de linfoma folicular refratário ou recidivado e, mais 
recentemente, para consolidação de tratamento após terapia de primeira linha 
em linfomas foliculares (Vitolo et al., 2010).   
O alemtuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado contra o 
antígeno CD52, presente na superfície de linfócitos B e T normais e tumorais. 
Apresenta importante ação citotóxica mediada por anticorpo e complemento, 
além de ação indutora direta de apoptose em células tumorais. Estudos 
revelam resultados promissores em LNH de células T, casos selecionados de 
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LNH de células B e em leucemia linfocítica crônica (Ravandi & O´brien 2006; 
Dearden & Matutes, 2006; Goodman & Dang, 2008; Kahl, 2008).  
O bortezomib é o primeiro representante de uma nova classe de drogas 
denominadas inibidores de proteasoma. Apresenta importante atividade anti-
tumoral por mecanismo pró-apoptótico, anti-angiogênico e anti-proliferativo em 
algumas neoplasias. Esta droga já foi aprovada para o tratamento do mieloma 
múltiplo refratário e linfoma de células do manto. Estudos recentes têm 
demonstrado resultados promissores também no tratamento de LNH de células 
T (Mai et al., 2006; Zinzani et al., 2007; Shen et al., 2007; Smith et al., 2007; 
Lee et al., 2008).   
Novos agentes imunomoduladores como a lenalidomida, análogo da 
talidomida, também mostram-se promissores em LNH (O´Connor & Czuczman, 
2008; Ruan et al., 2009; Delmonte et al., 2009; O´Connor, 2010).   
Apesar de avanços contínuos e surgimento de novas opções 
terapêuticas para os linfomas nas últimas décadas, incluindo vários agentes 
imunoterápicos (rituximabe, seus radioconjugados e alemtuzumabe) e 
imunomoduladores (talidomida e lenalidomida), o tratamento de LH e LNH 
refratários, sobretudo de alguns subtipos como LNH de células T e linfomas de 
células do manto, continuam sendo um grande desafio. Sendo assim, existe a 
necessidade de desenvolvimento de estudos para melhor conhecimento da 
biologia tumoral e desenvolvimento de terapias mais eficazes para essas 
situações. A pesquisa de antígenos específicos tumorais para imunoterapia 
alvo-específica na forma de anticorpos monoclonais, vacinas antitumorais ou 
estímulo a linfócitos T citotóxicos, é uma das áreas de grande interesse como 
terapia adjuvante em linfomas, e será abordada no presente estudo. 
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2.2 Os antígenos câncer/testículo  
A busca por antígenos tumorais teve um grande impulso a partir de 
1960, com a identificação de dois biomarcadores: primeiro a alfa-fetoproteína, 
um marcador sorológico para hepatocarcinoma e tumores de células 
germinativas e, em seguida, o antígeno carcinoembrionário, um marcador 
sorológico para o câncer de cólon e outros cânceres epiteliais. Esses antígenos 
foram identificados estudando-se soros heterólogos obtidos pela vacinação de 
animais de laboratório com material de tumores humanos (Caballero & Chen, 
2009). No entanto, somente a partir da década de 90 foi possível se obter 
melhor definição molecular de respostas imunes celular e humoral contra 
tumores.  
A técnica de clonagem de epítopos de células T desenvolvida por Boon 
et al. em 1991 (Boon et al., 1997), levou à descoberta dos primeiros CTAs 
(MAGE-A1, BAGE e GAGE-1) em linhagens celulares de melanoma humano. 
Esses autores demonstraram que os produtos dos RNAs mensageiros 
transcritos a partir dos CTAs estavam presentes exclusivamente em testículo 
normal e em vários tipos de tumores.  
Pfreundschuh et al. (1995) e Sahin et al.(1997) identificaram novos 
antígenos tumorais que induziam resposta humoral com altos títulos de IgG em 
pacientes com câncer utilizando a técnica de SEREX (Serological Expression 
Cloning). Entre os genes identificados por SEREX em tumores humanos estão 
o SSX-2 (Tureci et al., 1996), NY-ESO-1 (Chen et al., 1997), SCP-1 (Tureci et 
al., 1998) e CT7  (Chen et al., 1998) que, assim como os genes MAGE-A1, 
BAGE e GAGE-1, também eram expressos predominantemente em testículo 
normal e em câncer (Scanlan et al., 2004).  
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Devido a esse padrão peculiar de expressão restrito a células tumorais e 
testículo, esse grupo de antígenos passou a ser chamado de antígenos 
câncer/testículo (Chen et al., 1997; Old & Chen, 1998). Posteriormente, 
baseado nesse padrão de expressão de CTAs, alguns estudos utilizando a 
técnica de análise da diferença de sequência genômica em melanoma e pele 
normal também identificaram vários CTAs importantes como o CT7 (Lucas et 
al., 1998), CT10 (Lucas et al., 1998; Gure et al., 2000), LAGE-1 (Lethe et al., 
1998) e SAGE-1 (Martelange et al., 2000).  
Mais recentemente, uma outra técnica denominada massively parallel 
signature sequencing (MPSS) foi utilizada para comparar os perfis de 
expressão de mRNA entre testículos, linhagens celulares de melanoma e 
outros tecidos somáticos. Essa técnica permitiu a identificação de mais de 20 
novos candidatos a CTA, incluindo o CT45 (Chen et al., 2005).  
Além das abordagens acima citadas, algumas análises de bancos de 
dados como a EST (expressed sequence tags) para genes com expressão 
restrita a cânceres e testículo também permitiu a identificação de alguns CTAs 
como o BRDT (Scanlan et al., 2000), CT46 (Chen et al., 2005) e XAGE-1 
(Brinkmann et al., 1999; Sato et al., 2007). 
Com o crescente número de CTAs sendo descobertos, tornou-se 
necessário implementar um banco de dados com nomenclatura padronizada 
para diferenciação desses genes. Recentemente, o Ludwig Institute for Cancer 
Research (LICR) disponibilizou um banco de dados (http://www.cta.lncc.br/) 
contendo informações de expressão de cada CTA pelo método de RT-PCR em 
22 tecidos normais e 32 linhagens celulares de câncer para cada uma das 110 
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famílias de CTAs descritas na literatura até o momento (Almeida et al., 2009). 
(vide lista de todos os CTAs em Anexos).  
De forma geral, a nomenclatura foi baseada na ordem cronológica de 
descoberta (por exemplo, MAGE-A1 é CT1, BAGE é CT2, e assim por diante) 
porque pouco se sabe sobre as funções que os CTAs desempenham no meio 
celular. Em caso de múltiplos membros em uma família de CTA, cada membro 
foi designado numericamente (por exemplo, SSX1 é CT5.1, SSX2 é CT5.2, 
SSX3 é CT5.3 e assim por diante) (Scanlan et al., 2004).  
Os CTAs podem ser classificados quanto à sua localização 
cromossômica em CT-X (codificados no cromossomo X) ou não CT-X 
(codificados em autossomos) (Simpson et al., 2005). 
 Recentemente, os CTAs foram classificados também de acordo com 
seu padrão de expressão em tecidos normais em: 1) CTAs expressos de forma 
restrita ao testículo; 2) CTAs expressos de maneira seletiva em testículo 
(predominantemente, mas não exclusivamente em testículo); e 3) CTAs 
expressos de forma seletiva em testículo e tecido cerebral (Hoffmann et al., 
2008). Esse padrão de expressão é extremamente importante porque os CTAs 
são proteínas altamente imunogênicas, sendo capazes de induzir resposta 
imune específica humoral e citotóxica mediada por células T CD8. A 
característica “imunoprivilegiada” das células germinativas testiculares, que não 
possuem moléculas MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe I para 
apresentação dos CTAs ao sistema imunológico, tornam os CTAs 
funcionalmente antígenos específicos tumorais. A Figura 2 ilustra a 
apresentação de um CTA ao linfócito T citotóxico através do MHC de classe I. 
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Figura 2: Ilustração de uma célula tumoral apresentando um CTA ao linfócito T citotóxico 
através do MHC de classe I. Fonte: Albert & Darnell. (2004). Modificada por Inaoka et al. 
(2010). 
 
É muito importante ressaltar que, como os CTAs não são antígenos de 
superfície celular, mas sim de localização nuclear e/ou citoplasmática, os CTAs 
são melhores alvos para vacinas anti-tumorais do que para anticorpos 
monoclonais (Caballero & Chen, 2009). A Figura 3 demonstra a coloração 
nuclear e citoplasmática de alguns CTAs em reação imunohistoquímica.  
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Reação imunohistoquímica em amostras de LH, utilizando os anticorpos A) MAGE-A 
“cocktail” (MA454, M3H67, 57B e 6C1) para identificação de família MAGE-A (coloração 
nuclear e citoplasmática) e B) CT7-33 para identificação de CT7 (coloração nuclear e 
citoplasmática). Aumento 400X. Fonte: Inaoka et al. (2010). 
 
Dos 110 genes incluídos no banco de dados do LICR, 30 são 
classificados como CT-X. Esse subgrupo de CTAs desperta especial interesse, 
porque praticamente todos os CT-X apresentam padrão de expressão restrito 
ao testículo, o que minimiza o risco de eventuais complicações auto-imunes em 
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caso de imunoterapia alvo-específica, e também apresentam maior 
imunogenicidade em relação aos não CT-X, características que são valiosas 
para candidatos a estudos de vacina anti-tumoral (Caballero & Chen, 2009). A 
localização dos diversos CTAs no cromossomo X está representada na Figura 
4.  
 
 
Figura 4: Representação esquemática da distribuição das famílias de CTAs no cromossomo X. 
Fonte: Caballero & Chen. (2009). 
 
Um achado em comum na regulação da expressão dos CTAs, 
principalmente dos CT-X, é sua indução por inibidores da DNA metiltransferase 
1, como azacitidina ou inibidores da histona deacetilase (De Smet et al., 1999; 
Sigalotti et al., 2004; Oi et al., 2009). Esta constatação, juntamente com a 
tendência de hipometilação global do DNA no câncer, sugere que a 
hipometilação das ilhas CpG na região promotora destes genes seja o provável 
mecanismo de ativação da transcrição de CTAs em câncer (Caballero & Chen, 
2009).    
A freqüência de expressão dos CTAs é altamente variável entre os 
diferentes tipos de tumores, sendo o melanoma, câncer de ovário e câncer de 
pulmão aqueles com maior freqüência de expressão, enquanto câncer de 
cólon, câncer renal, câncer pancreático e neoplasias hematológicas de forma 
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geral, apresentam baixa expressão de CTAs (Caballero & Chen, 2009). 
Algumas exceções a essa observação são: a expressão elevada de 
CT7/MAGE-C1 em mieloma múltiplo (Jungbluth et al., 2005; Andrade et al., 
2008), CT45 no linfoma de Hodgkin clássico (Heidebrecht et al., 2006; Chen et 
al., 2010) e NY-ESO-1 em sarcoma sinovial (Jungbluth et al., 2001).  
Estudos correlacionando a expressão de CTAs com dados 
clinicopatológicos em diferentes tipos de tumor têm demonstrado a associação 
entre positividade para alguns CTAs e maior grau histológico do tumor, doença 
avançada ou metastática e pior evolução clínica (Goydos et al., 2001; 
Yakirevich et al., 2003; Kim et al., 2006; Bellati et al., 2007; Velazquez et al., 
2007; Andrade et al., 2008; Perez et al., 2008; Riener et al., 2009; Atanackovic 
et al., 2009; Suyama et al., 2010). Alguns estudos realizados em linhagens de 
células tumorais também têm demonstrado correlação entre expressão de 
CTAs e resistência das células tumorais a alguns agentes químicos 
(antineoplásicos) e físicos (radiação gama), o que pode justificar, ao menos em 
parte, o prognóstico desfavorável desses pacientes (Cilensek et al., 2001; Duan 
et al., 2003). 
A função biológica da maioria dos CTAs permanece obscura. Apenas 
alguns dos CTAs, como SCP-1, (Tureci et al.,1998), OY-TES-1 (Ono et al., 
2001), SPO11 (Romanienko et al., 1999) e Boris (Loukinov et al., 2002) tiveram 
seu papel definido na gametogênese. Estudos recentes no campo da 
tumorigênese sugerem que os CTAs apresentam propriedades anti-
apoptóticas, contribuindo muito mais para a sobrevida do que para a 
proliferação ou adesão das células tumorais (Cilensek et al., 2002; Yang et al., 
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2007). A Figura 5 ilustra um paralelo entre as possíveis participações dos CTAs 
na gametogênese e na tumorigênese. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Possíveis participações dos CTAs nas diferentes fases da gametogênese e 
tumorigênese. Fonte: Simpson et al. (2005). 
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Estudos testando vacinas que utilizam proteínas recombinantes e 
peptídeos derivados dos CTAs NY-ESO-1 e MAGE-A3 estão em andamento. 
Os resultados iniciais de alguns estudos têm demonstrado a eficácia da vacina 
no desenvolvimento de resposta imune celular e humoral, além de benefícios 
clínicos (regressão parcial ou total) em alguns pacientes com melanoma 
(Marchand et al.,1999; Jager et al., 2006). A vacina para NY-ESO-1 parece ser 
mais eficaz do que a vacina para MAGE-A3, e atualmente, novos estudos 
estão testando o uso concomitante de algumas drogas adjuvantes para 
otimizar a resposta imune (Davis et al., 2004; Valmori et al., 2007; Odunsi et al., 
2007; Nicholaou et al., 2009). Outra consideração importante é que a vacina 
antitumoral parece ser mais promissora no contexto de erradicação de doença 
residual mínima após tratamento inicial do que na situação de doença ativa, 
com grande carga tumoral (Nicholaou et al., 2009). A Figura 6 ilustra o 
potencial emprego da vacina anti-tumoral como modalidade de terapia 
adjuvante contra o câncer. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Emprego da vacina anti-tumoral de forma otimizada. Associação de agentes 
adjuvantes para amplificar a resposta imune, agentes antineoplásicos tradicionais e outras 
drogas novas como os imunossupressores, visando erradicar a doença residual mínima. Fonte: 
Cancer Vaccine Iniciative – Genomics Institute of the Novartis Research Foundation. Disponível 
em: < http://www.gnf.org/technology/cancer-vaccine-initiative>. 
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2.3 A expressão dos antígenos câncer/testículo em Linfomas 
 Embora a expressão de CTAs tenha sido explorada em vários tipos de 
cânceres, existem poucos estudos avaliando a expressão de CTAs nos 
linfomas até esse momento, mesmo sendo uma das doenças hematológicas 
malignas mais freqüentes. Um dos maiores estudos analisando a expressão de 
CTA em LNH foi publicado por Xie et al. (Xie et al., 2003), e avaliou a 
expressão de 8 CTAs (MAGE-A3, MAGE-A4 CT7, SSX-1, SSX-2, SSX-4, SCP-
1, e HOM-TES-85) utilizando a técnica de RT-PCR em 93 amostras de LNH (31 
destas amostras também foram testadas para NY-ESO-1). Este estudo 
demonstrou que o linfoma difuso de grandes células (LDGCB) corresponde ao 
subtipo de linfomas de células B onde os CTAs são mais freqüentemente 
expressos, sendo SCP-1 (7/28), SSX-1 (5/28) e CT7 (2/28) os CTAs mais 
frequentes. Entre os linfomas de células T, a maioria das amostras (9/15) 
expressaram SCP-1, sendo 6/9 linfomas de células T periféricas, 1/2 linfoma 
linfoblástico de células T e 2/4 linfoma angioimunoblásticos.  
 Um estudo do grupo da Universidade de Oxford (Ait-Tahar et al., 2009)  
demonstrou significativa resposta das células T citotóxicas contra CT63 
(PASD1) em 21/29 pacientes com LDGCB HLA-A *0201 positivos depois de ter 
estudado a expressão desse CTA em LDGCB por SEREX (Liggins et al., 2004; 
Cooper et al., 2006), apontando CT63 como potencial candidato para vacina 
antitumoral em LDGCB.  
 Recentemente, a expressão do CT45 em LH clássico e LNH de células-
B foi estudada por Chen et al. (2010). A expressão de CT45 foi demonstrada 
em 42/72 (58%) amostras de LH clássico e em 28/126 (22%) amostras de 
linfomas difusos de grandes células B por imunohistoquímica. A análise da 
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resposta sérica foi realizada apenas em pacientes com LH mas, curiosamente, 
apesar da alta expressão protéica de CT45 em LH, a resposta humoral anti-
CT45 foi detectada em apenas 1 dos 67 pacientes com LH, sugerindo menor 
imunogenicidade desse CTA ou resposta imune anti-CTA suprimida nos 
pacientes com LH, sendo necessário algum agente adjuvante para 
amplificação da resposta imune em estudos de vacina anti-tumoral nesses 
casos.  
 Um estudo anterior publicado por Heidebrecht et al. (2006) também 
descreveu a expressão do CT45 em 54/99 (55%) amostras de LH de pacientes 
pediátricos e adolescentes utilizando imunohistoquímica, e o CT45 foi apontado 
como um dos mais promissores CTAs a serem explorados em estudos de 
vacina anti-tumoral nos pacientes com LH.  
 Existem poucos estudos que avaliaram a expressão de outros CTAs em 
LH. A expressão da família MAGE-A foi avaliada por Chambost et al. (2000) e o 
MAGE-A4 foi positivo em 05/18 (28%) amostras de LH utilizando-se RT-PCR e 
em 11/53 (21%) amostras teciduais de LH através de imunohistoquímica com 
anticorpo anti-MAGE-A4. Este estudo avaliou também 38 amostras de LNH por 
RT-PCR, encontrando positividade para MAGE-A4 em dois casos (um linfoma 
anaplásico de grandes células e um linfoma linfoepitelióide de células T).  
 Uma outra família de CTAs estudada em LH foi a SSX. A positividade 
para SSX-1, SSX-2 ou SSX-4 foi demonstrada por Colleoni et al. (2002) em 
5/32 (16%) amostras de LH através da técnica de RT-PCR.  
 Em resumo, os estudos disponíveis demonstram positividade global dos 
CTAs testados em LH (exceto CT45) variando de 10% a 30%. A Tabela 3 
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demonstra os principais estudos que avaliaram a expressão de CTAs em 
linfomas. 
 
Tabela 3: Resumo dos principais estudos avaliando a expressão de antígenos específicos de 
câncer/ testículo em linfomas. 
 
Autor Amostra CTA(s) Método Achados 
 
Xie (2003) 
 
93 LNH 
 
MAGE-A3 e 4 
CT7 
SSX-1, 2 e 4 
SCP-1 
HOM-TES-85 
NY-ESO-1 
 
RT-PCR 
 
LDGCB: 
    SCP-1: 7/28 (25%) 
    SSX-1: 
5/28(17,9%) 
    CT7: 2/28(7,1%) 
LNH T: 
    SCP-1: 9/15 (60%) 
 
Ait-Tahar (2009) 
 
29 LDGCB 
HLA-A 
*0201 
 
 
CT63/ PASD1 
 
Estudo funcional 
LT citotóxico 
 
LDGCB:  
    21/29 (72,4%) 
 
Chen (2010) 72 LH  
126 LDGCB 
67 soros LH 
CT45 Imunohistoquímica 
ELISA 
LH: 42/72 (58%) 
LDGCB:28/126(22%) 
1/67 soros LH 
 
Heidebrecht 
(2006) 
99 LH CT45 Imunohistoquímica LH: 54/99 (55%) 
 
 
Chambost (2000) 18 LH 
53 LH 
MAGE-A4 RT-PCR 
Imunohistoquímica 
LH: 5/18 (28%) 
LH: 11/53 (21%) 
 
Colleoni (2002) 32 LH SSX (1,2 ou 4) RT-PCR LH: 5/32 (16%) 
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2.4 Avaliação de expressão dos CTAs por imunohistoquímica (IHQ) 
utilizando a técnica de tissue microarray (TMA)  
A maioria dos estudos que analisaram a expressão de CTAs em LNH 
até o momento utilizaram a técnica de RT-PCR. Esta técnica apresenta certa 
limitação na obtenção de amostras pela necessidade de banco de tecido fresco 
congelado devido à rápida degradação do RNA mensageiro, que serve de 
substrato inicial para toda a análise.  
A técnica de TMA consiste na construção de bloco(s) receptor(es) 
contendo cilindros de tecidos obtidos de vários blocos doadores, previamente 
selecionados para demarcação das áreas mais representativas, dispostos de 
forma ordenada, permitindo a análise seriada de múltiplos casos com uma 
única reação de imunohistoquímica (Kononen et al., 1998; Hedvat et al., 2002) 
(Ver Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Ilustração da construção de um bloco de tissue microarray a partir de blocos 
doadores. Fonte: Microarray Station. Disponível em: <http://www.microarraystation.com/tissue-
microarray/>. 
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Além da maior rapidez na execução e análise das reações e economia 
de reagentes, apresenta a vantagem de poder utilizar tecido fixado em formol e 
emblocado em parafina para demonstrar a expressão protéica dos CTAs, 
permitindo o desenvolvimento de estudos em locais com indisponibilidade de 
banco de tecido fresco congelado. Esta técnica apresenta como limitações a 
disponibilidade de anticorpos para realização de reações de IHQ e menor 
exatidão na avaliação quantitativa.  
A expressão de algumas famílias de CTAs já foram analisados por TMA 
em vários tipos de tumores. Entretanto, até o momento, ainda não existem 
estudos avaliando a expressão de um amplo painel de CTAs pela técnica de 
TMA em linfomas.  
Considerando que as informações disponíveis sobre expressão de CTAs 
em linfomas são escassas e heterogêneas, tanto em relação a métodos quanto 
amostras, estudamos a expressão de um amplo painel da CTAs por IHQ em 
amostras teciduais de LH e LNH e a resposta imune humoral espontânea 
contra CTAs no soro de pacientes com LNH, obtidos ao diagnóstico, 
correlacionando os achados com dados clinico-patológicos, para avaliar o 
potencial dos CTAs como marcadores prognósticos e candidatos a 
imunoterapia em pacientes com LH e LNH. 
A proposta inicial e as perspectivas do presente estudo estão 
esquematizadas na Figura 8.  
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Figura 8: Representação esquemática da proposta inicial e perspectivas futuras do estudo. 
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A partir desse ponto, os métodos, os resultados e a discussão da tese 
serão apresentados sob a forma de manuscrito submetido à publicação. 
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EXPRESSION OF CANCER/TESTIS ANTIGENS IN NON-HODGKIN´S LYMPHOMAS  
Riguel Jun Inaoka, Gisele W. B. Colleoni, Leina Yukari Etto, Antonio Correa Alves, 
Marcello Fabiano de Franco, Achim A. Jungbluth. 
 
Cancer/testis (CT) antigens are expressed in a variety of malignant tumors but in 
normal adult tissues solely in testicular germ cells. Based on this tumor-associated 
expression pattern, CT antigens are considered valuable targets for immunotherapy. 
While CT antigens have been studied in many solid tumors, much less is known about 
their presence in neoplasms of the hematopoietic system such as Non Hodgkin’s 
Lymphoma (NHL). Aims: To analyze the expression of 10 CT antigens in NHL by 
immunohistochemistry (IHC) using tissue microarray (TMA) technology, and to 
correlate its expression with histological subtypes. Patients and Methods: Formalin-
fixed paraffin-embedded tissues of 116 NHL cases dating from June 2003 to June 
2007 were retrieved from the archives of the Department of Pathology, Federal 
University of São Paulo, Brazil. Two TMA blocks were generated comprising three 
cores/NHL case, as well as positive (testis) and negative (reactive lymph nodes) 
control tissue cores. The following monoclonal antibodies (mAbs) (to the following 
antigens) were used for IHC analysis: MA454 (MAGE-A1), M3H67 (MAGE-A3), 57B 
(MAGE-A4), CT7-33 (CT7/MAGE-C1), CT10#5 (CT10/MAGE-C2), E978 (NY-ESO-1), 
219-510-23 (LAGE-1 and NY-ESO-1), #26 (GAGE) and SSX-2#7 (SSX-2). Two 
observers scored all slides independently and cases with loss of all three punches 
and/or missing tumor tissue were excluded from analysis. Results: The number of 
cases, which could not be evaluated due to loss of tissue core and/or missing tumor 
differed, ranging between 8 for mAb #26 to 12  for mAbs MA454, CT10#5 and 219-
510-23). 7/116 NHL cases were missing in all slides. 14/109 (12.8%) NHL cases 
expressed at least one CT antigen: diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 9/58 
(15.5%); anaplastic large cell lymphoma (ALCL) 1/3; follicular lymphoma (FL) 1/10 
(10%); lymphoplasmacytic lymphoma (LPL) 1/3; peripheral T-cell lymphoma (PTCL) 
1/9 and histiocytic lymphoma (HL) 1/1. No CT antigen expression was present in 
lymphoblastic lymphoma (5), mantle cell lymphoma (2), small lymphocytic lymphoma 
(6), marginal zone lymphoma (4), MALT lymphoma (5) and mycosis fungoides (3). The 
most frequently expressed CT antigens were: GAGE 6/108 (5.5%), NY-ESO-1 5/105 
(4.7%), CT7 5/106 (4.7%), MAGE-A1 4/104 (3.8%) and MAGE-A3 4/107 (3.7%). 
According to cell origin, positivity of CT antigens was more prevalent in B-cell NHL 
(11/91; 12.1%) than in T-cell NHL (1/15; 6.7%). NY-ESO1 5/91(5.5%) was the most 
frequently expressed CT in B-cell NHL, followed by GAGE 4/91 (4.4%), MAGE-A1 3/91 
(3.3%), MAGE-A3 3/91 (3.3%), CT7 3/91 (3.3%) and LAGE 3/91 (3.3%). The only 
positive T-cell lymphoma case expressed MAGE-A1 and GAGE. Conclusions: 
Expression of CT antigens in NHL is limited. In the present TMA-based IHC analysis, 
only 12% of NHLs express at least one CT antigen, with DLBCL showing the highest 
incidence and NY-ESO-1 being the most prevalent antigen. In spite of the low 
incidence, presence of CT antigens could offer the opportunity of vaccine-based 
immunotherapy in selected cases of NHL. 
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EXPRESSION OF CANCER/TESTIS ANTIGENS IN HODGKIN´S LYMPHOMAS USING 
TISSUE MICROARRAY 
 
Riguel Jun Inaoka1, Achim A. Jungbluth3, Otavio C. G. Baiocchi1, Mariane C. Gennari de Assis1, 
Jose Salvador R. de Oliveira1, Antonio Correa Alves2, Gisele W. B. Colleoni1. 
1 Discipline of Hematology and Hemotherapy, Federal University of São Paulo, UNIFESP/EPM, 
São Paulo, Brazil 
2 Pathology Department, Federal University of  São Paulo, UNIFESP/EPM, São Paulo, Brazil 
 
3 Ludwig Institute for Cancer Research (LICR) New York Branch, Memorial Sloan-Kettering 
Cancer Center, New York, USA 
 
Cancer/testis (CT) antigens are expressed in a variety of malignant tumors and in normal adult 
tissues solely in testicular germ cells. Owing to this tumor-associated expression pattern, these 
antigens are potential targets for immunotherapy. Aims: To analyze the expression of CT 
antigens in Hodgkin´s lymphomas (HL) using tissue microarray (TMA), and to correlate their 
expression with histological subtypes, clinical parameters such as gender, disease stage, EBV 
status and treatment response. Patients and Methods: Formalin-fixed paraffin-embedded 
tissues of 38 HL cases were obtained from the archives of the Department of Pathology, 
Federal University of São Paulo, Brazil. All cases were classical HL, of the following subtypes: 
25 (65.8%) nodular sclerosis, 9 (23.7%) mixed cellularity, 2 (5.2%) lymphocyte-rich and 2 
(5.2%) not specified. 20 patients were male, 18 female; EBV was detected in 17 patients. A 
TMA block was constructed including two cores of each tumor sample, and the following 
monoclonal antibodies (mAbs) were used for immunohistochemical stainings: “MAGE-A 
cocktail” consisting of mAbs MA454, M3H67, 57B and 6C1, to allow screening for MAGE-A1, 
MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6 MAGE-A10 and MAGE-A12; mAb CT7-33 (to 
CT7/MAGE-C1), mAb CT10#5 (to CT10/MAGE-C2), mAb E978 (to NY-ESO-1) and mAb #26 (to 
GAGE-family antigens). Staining was carried out using the avidin-biotin peroxidase complex, 
and two independent observers scored all slides. Results: Eight (21.1%) of 38 HL cases 
expressed at least one CT antigen, which were 6/25 nodular sclerosis and 2/9 mixed cellularity. 
Among the 8 positive cases, 6/20 were female and 2/18 male. According to Ann Arbor stage, 
6/21 advanced stage (III or IV) and 2/17 early stage (I or II) patients were CT antigen positive. 
Of 17 EBV-positive cases, 4 were showed CT antigen expression, and 4/21 EBV-negative 
cases were also CT antigen positive. CT antigen expression were observed in 6/30 patients 
who achieved complete response and in 2/8 who had refractory disease. Among the tested CT 
antigens, MAGE-A and CT7 were the most frequently expressed in HL, being present in 7/38 
(18.4%) and 5/38 (13.2%) respectively. Conclusions: Using a panel of antibodies to detect the 
expression of MAGE-A, CT7, CT10, NY-ESO-1 and GAGE antigens, we found that 21.1% of HL 
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cases express at least one CT antigen. Interestingly, in the present series CT antigen 
expression appears to be higher in advanced stage disease than in early stage disease. MAGE-
A family and CT7 were the most frequently expressed CT antigens in HL. Our data suggest that 
CT antigens could serve as diagnostic markers and/or potential therapeutic targets in a 
proportion of classical Hodgkin’s lymphomas. 
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Riguel Jun Inaoka1, Achim A. Jungbluth2, Nicole Hanson2, Denise Frosina2, Jodie Tassello2, 
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Marcello Fabiano de Franco1, Gisele W. B. Colleoni1. 
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Cancer/testis antigens(CTAs) are expressed in a variety of malignant tumors and in normal 
adult tissues solely in testicular germ cells. Based on this tumor-associated expression pattern, 
these antigens are potential targets for immunotherapy. Though carcinomas have been 
extensively analyzed, less is known about other malignancies such as non-Hodgkin’s lymphoma 
(NHL). Aims: To evaluate the potential of tumor specific antigens as candidates for 
immunotherapy in NHL throughout CTAs protein expression and spontaneous humoral immune 
response analyses. Methods: A tissue microarray was generated from 106 archival cases of 
NHL. Immunohistochemistry(IHC) was done using a panel of 9 monoclonal antibodies (to the 
following CTAs): MA454(MAGE-A1), M3H67(MAGE-A3), 57B(MAGE-A4), CT7-33(CT7/MAGE-
C1), CT10#5(CT10/MAGE-C2), E978(NY-ESO-1), 219-510-23(LAGE-1 and NY-ESO-1) and 
#26(GAGE). Spontaneous humoral immune response against 9 CTAs (MAGE-A1, MAGE-A3, 
MAGE-A4, MAGE-A10, NY-ESO-1, CT7, CT10, LAGE-1 and GAGE-2) was tested in 97 
untreated NHL patient samples, including 63 cases from the TMA cohort, using ELISA 
technique. Results: 12/106(11.3%) NHLs expressed at least 1 of 9 CTAs. DLBCL showed the 
highest frequency among positive cases. The 12 positive cases were: 9/56 diffuse large B-cell 
lymphoma(DLBCL), 1/2 anaplastic large cell lymphoma(ALCL), 1/3 lymphoplasmacytic 
lymphoma and 1/9 peripheral T-cell lymphoma. Among the 12 positive cases, 4 had low, 5 
intermediate and 2 high IPI score (1 case was unclassified). Four of these positive cases 
obtained complete response and 8 partial response or progressive disease using CHOP-like 
regimens. The most frequently expressed CTAs were GAGE(5.7%), NY-ESO-1(4.8%), 
CT7(3.8%), MAGE-A1(3.8%) and MAGE-A3(3.8%). In ELISA analyses, 13(13.4%) of 97 LNH 
sera samples expressed at least 1 of 9 CTAs. Among the 13 positive cases, 6/50 were DLBCL, 
2/4 were mantle cell lymphoma, 2/10 were FL, 2/3 were small lymphocytic B-cell lymphoma and 
1/2 was ALCL. Five of these patients had low, 4 intermediate and 2 high IPI score (2 cases 
were unclassified). Seven cases obtained complete response and 6 had partial response or 
progressive disease, using CHOP-like regimens. The spontaneous humoral immune response 
was more frequent against NY-ESO-1(5.1%), MAGE-A4(5.1%) and MAGE-A3(4.1%).  In the 63 
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cases with both tissue and sera available, we found 3 positive cases by IHC and 10 positive 
cases by ELISA; 2/4 IHC-positive cases were also positive by ELISA and 1 IHC positive case 
was negative by ELISA.  We also tested the spontaneous humoral response against CT24(0%), 
CT45(5.1%), CT46(0%), CT47(7.2%), CT63(1%), CT83(0%), SSX-1(0%), SSX-2(1%), SSX-
4(1%), SAGE-1(0%) and XAGE-1(0%) in order to analyze other CTAs in addition to the IHC 
panel. Conclusions: To our knowledge this is the first side by side analysis of the protein 
expression of CTAs and the autologous serological response in NHL patients. We found low 
expression (~13%) of CTAs in our series of NHL TMA and sera samples. However, other CTAs 
should be explored to establish the real potential of these antigens as candidates for 
immunotherapeutic approach in NHL. Considering that most of advanced stage low-grade 
lymphomas, mantle cell lymphoma and T-cell lymphomas are still incurable diseases and need 
the development of new therapeutic approach, these tumors should be further explored as to 
the presence of CTAs.  
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Abstract 
Cancer/testis antigens (CTAs) are expressed in a variety of malignant 
tumors but in normal adult tissues solely in testicular germ cells. Based on this 
tumor-associated expression pattern, these antigens are potential targets for 
immunotherapy. Though carcinomas have been extensively analyzed, less is 
known about lymphoid malignancies such as lymphomas. Aims: To evaluate 
the potential of tumor specific antigens as candidates for immunotherapy in 
lymphomas throughout CTA protein expression and spontaneous humoral 
immune response analyses. We also aim to investigate clinical correlations and 
prognostic impact of CTAs expression in lymphomas. Methods: Tissue 
microarray was generated from 38 Hodgkin´s lymphoma (HL) and 106 non- 
Hodgkin´s lymphoma (NHL) archival cases. Immunohistochemistry (IHC) was 
done using a panel of 9 monoclonal antibodies against CTAs. Spontaneous 
humoral immune response analysis against a larger CTA panel was performed 
in 97 untreated NHL patient samples, including 59 cases from the TMA cohort, 
using ELISA technique. Results: We found overall low expression of CTAs in 
our series of HL (21.1%) and NHL (11.3%) TMAs, being MAGE-A (18.4%) and 
CT7 (13.2%) the most frequently expressed CTAs in HL, and MAGE-A (6.6%), 
GAGE (5.7%), NY-ESO-1 (4.8%) and CT7 (4.8%) the most frequently 
expressed CTAs in NHL. Although we did not find statistically significant 
difference in CTA expression among the clinicopathological subgroups of HL, 
CTA positivity was higher in advanced stage (28.6%) compared to early stage 
patients (11.8%). Among NHL, we found higher CTA expression in aggressive 
lymphomas (14.9%) compared to indolent lymphomas (3.1%), DLBCL (16.1%) 
compared to non-DLBCL (6.0%) and in non-complete response group (15.0%) 
compared to those who achieved complete response (6.8%), but it was not 
statistically significant. Unexpectedly, early stage disease (19.5%) had higher 
CTA expression than advanced stage NHL (6.2%). Despite the difference found 
in survival analysis between NHL patients that presented no CTAs expression 
(median OS 65 months) and those who expressed at least one CTA (median 
OS 11 months), it did not reach statistically significant difference (p=0.0947). 
Serum reactivity against at least 1 CTA was observed in (19.6%) of NHL 
patients, being more frequent in B-cell lymphomas (21.2%) then T-cell 
lymphomas (6.2%) (p=0.048). CT47 was the most frequently expressed CTA 
(7.2%), followed by CT45 (5.1%), NY-ESO-1 (5.1%) and MAGE-A4 (5.1%). 
Grouping the MAGE-A family similarly to the TMA analysis, we found positivity 
in 8.2% of NHL serum samples. Among DLBCL, CT45 and NY-ESO-1 were the 
most frequently expressed CTAs, being positive in 4/50 (8.0%) and 3/50 (6.0%), 
respectively. Conclusion: We found overall low expression of CTAs in our 
series of HL and NHL TMAs, and low reactivity against CTA in our serum 
samples. Our results demonstrated a slightly higher frequency of humoral 
response against most CTAs included in both TMA and ELISA panel compared 
to their expression by TMA. Considering that generally a small proportion of 
patients expressing CTAs develop specific humoral response, it is possible that 
CTA expression by TMA could be underestimated due to the focal expression 
pattern in some patients. Therefore, using an extensive panel of antibodies and 
large TMA and serum cohorts of lymphoma patients, we could not identify CTA 
candidates for immunotherapy in HL and NHL.  
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Introduction: 
The search for tumor specific antigens as potential targets for 
immunotherapeutic approach has been challenging for several decades. The 
cancer/testis antigens (CTAs) has emerged as attractive candidates for antigen-
specific cancer immunotherapy due to its particular characteristics of high 
immunogenicity with no or highly restricted expression in normal tissues [1]. 
Several studies have demonstrated that these antigens are able to elicit specific 
humoral and T-cell mediated cytotoxic immune responses in cancer patients, 
pointing them as possible cancer vaccine targets. There are more than 100 
CTA genes reported in the literature to date [2]. About 30 of these CTA genes 
are encoded by multigene families on X chromosome being classified as CT-X 
[3]. This subgroup of CTAs are of particular interest because almost all CT-X 
present highly restricted expression pattern in normal tissues, preventing 
autoimmunity, and higher immunogenicity compared to non-X CTAs, making 
them more suitable for cancer vaccine approach. The biological function of most 
CTAs remains poorly understood. Some CTAs like SCP-1, [4], OY-TES-1 [5], 
SPO11 [6], and BORIS [7] have established role in gametogenesis, but in 
tumorigenesis field, recent studies have provided some evidence that CTAs 
may have antiapoptotic properties (rather than regulating cell proliferation or 
adhesion in cancer). [8-15]. One common feature of CTA gene expression is its 
induction by the DNA methyl-transferase 1 inhibitors, 5-aza-2-deoxycytidine, 
and/or by histone deacetylase inhibitors [16-18]. This finding, together with the 
inclination for global hypomethylation in cancer, suggests CpG island 
hypomethylation at the promoter regions of these genes as the likely 
mechanism for transcriptional activation of CTA genes in cancer [1]. The 
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frequency of CTA expression is highly variable among different tumor types, 
being melanoma, ovarian cancer, and lung cancer the tumor with highest 
frequency of CTA expression while hematopoietic malignancies, renal, colon, 
and pancreatic cancers, have notably low frequency of CTA expression [1]. 
Some exceptions to this observation among hematopoietic malignancies are the 
high expression of CT7/MAGE-C1 in multiple myeloma [19,20], and CT45 in 
classical Hodgkin lymphoma [21,22]. Studies analyzing CTA expression with 
clinicopathological features in different tumor types have demonstrated the 
association of CTA positivity with higher tumor grade, advanced stage or 
metastatic disease and worse clinical outcome [19,23-31]. Some studies 
performed in cancer cell lines have also suggested the correlation of CTA 
expression with resistance to some antineoplastic agents and gamma-
irradiation that may explain, in part, the poor prognosis of these patients [15,32]. 
There are few studies evaluating the expression of CTAs in lymphomas 
until this moment, despite it has been one of the most frequent hematologic 
malignancies. One of largest study accessing CTA expression in non-Hodgkin´s 
lymphoma (NHL) was published by Xie et al. [33] and analyzed the expression 
of 8 CTAs (MAGE-A3, MAGE-A4, CT7, SSX-1, SSX-2, SSX-4, SCP-1, and 
HOM-TES-85) using RT-PCR technique in 93 NHL samples (31 of these 
specimens were also tested for NY-ESO-1). This study demonstrated that 
diffuse large cell lymphomas (DLBCL) corresponds to the subtype of B-cell 
lymphomas where CTAs were most frequently expressed, being SCP-1 (7/28), 
SSX-1 (5/28) and CT7 (2/28) the CTAs more frequently expressed. Among T-
cell lymphomas, the majority of samples (9/15) expressed SCP-1, being 6 of 9 
peripheral T-cell lymphomas, 1 of 2 lymphoblastic T-cell lymphomas, and 2 of 4 
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AILD cases. Studies from University of Oxford group demonstrated CT63 
(PASD1) expression in DLBCL by SEREX (Serological Analysis of 
Recombinant cDNA Expression) and a significant cytotoxic T-cell response in 
21/29 HLA-A*0201-positive DLBCL patients, pointing CT63 as one of most 
important candidates for cancer vaccines in DLBCL [34-36].  Recently, Chen et 
al. [21] described the expression of CT45 in classical Hodgkin´s lymphoma (HL) 
and other B-cell lymphomas. They demonstrated expression of CT45 in 42/72 
(58%) of classical HL and 28/126 (22%) of DLBCL samples by 
immunohistochemical analysis. Interestingly, despite the remarkable high CT45 
expression in HL, only 1 of 67 HL patients had detectable anti-CT45 antibodies, 
suggesting low immunogenicity of this CTA or a suppressed immune response 
in these patients. A previous study published by Heidebrecht et al. [22] also 
described the expression of CT45 in 54/99 (55%) of pediatric and adolescent 
HL using immunohistochemistry, reinforcing the CT45 as one of most promising 
CTA to be explored in cancer vaccine trials for HL to date. There are few 
studies analyzing the expression of other CTAs in HL. MAGE-A family 
expression in HL was evaluated by Chambost et al. [37] and MAGE-A4 found to 
be positive in 5/18 (28%) of HL samples using RT-PCR and in 11/53 (21%) HL 
tissue sections using immunohistochemistry with an anti-MAGE-A4 antibody. 
This study also tested 38 NHL samples by RT-PCR, and found MAGE-A4 
positivity in 2 cases (1 anaplastic large cell lymphoma and 1 lymphoepithelioid 
T-cell lymphoma). Another CTA whose expression pattern was studied in HL 
was SSX family. Colleoni et al. [38] found a positivity for SSX-1, SSX-2 or SSX-
4 in 5/32 (16%) of HL samples using RT-PCR technique. In summary, the 
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available studies suggest an overall positivity of CTA tested in cHL (except 
CT45) of around 10% to 30%.  
Considering that the available information about CTA expression in 
lymphomas is scarce and heterogeneous regarding methods and samples, we 
investigated the immunohistochemical expression against a broad panel of 
CTAs in HL and NHL tissue samples and the spontaneous humoral immune 
response in serum of NHL patients at diagnosis to evaluate the CTA potential 
as prognostic marker and candidate for immunotherapeutic approach in HL and 
NHL patients.  
Patients and Methods: 
All patients included in this study were staged and treated according to 
HL/ NHL treatment guidelines available from 2003 to 2007 [39]. Due to 
unavailability of rituximab in our public hospital at this period of time, B-cell 
lymphoma patients were uniformly treated with CHOP-like regimens without 
anti-CD20 monoclonal antibody. This study was approved by local and Federal 
Ethics Committee (CEP and CONEP approval number 0998/07), and all 
patients provided written informed consent. 
Tissue microarray (TMA):  
Formalin-fixed paraffin embedded tissues of 38 HL and 106 previously 
untreated NHL were obtained from the archives of the Department of Pathology, 
Hospital São Paulo, UNIFESP, Brazil. All HL cases were classified as classical 
HL, being 25 (65.8%) nodular sclerosis, 9 (23.7%) mixed cellurarity, 2 (5.3%) 
lymphocyte predominant and 2 (5.3%) unclassified. According to the World 
Health Organization (WHO) classification [40], the NHL cases consisted of 56 
(52.8%) DLBCL, 10 (9.4%) follicular lymphoma (FL), 9 (8.4%) peripheral T-cell 
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lymphoma (PTCL), 7 (6.6%) small lymphocytic lymphoma (SLL), 5 (4.7%) 
MALT lymphoma, 4 (3.8%) marginal zone lymphoma (MZL), 3 (2.8%) 
lymphoplasmacytic lymphoma, 3 (2.8%) T-lymphoblastic lymphoma, 2 (1.9%) 
B-lymphoblastic lymphoma, 2 (1.9%) mantle cell lymphoma (MCL), 2 (1.9%) 
anaplastic large cell lymphoma (ALCL), 2 (1.9%) mycosis fungoides (MF) and 1 
(0.9%) adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL). Table 1 and 2 summarizes the 
clinical data of these patients. Slides from all cases were reviewed and 
representative blocks chosen for tissue microarray assembly. 
Core-needle biopsies of paraffin-embedded tissue were obtained and 
then re-embedded in an array master block using techniques originally 
developed by Kononen et al. [41] and then modified by Hedvat et al. [42]. A 
Beecher Instruments (Sun Prairie, WI, USA) arraying device was used to 
assemble the arrays. Two core-needle biopsies (1.0 mm diameter) from tumor 
representative areas of each HL case and three core-needle biopsies from each 
NHL case were included on the tissue microarray blocks, respectively.  
The mAbs used in NHL and HL TMAs are listed in Table 3. There were a 
few number of HL TMA slides available for this study, thus, LAGE-1 was not 
tested in HL samples, and we performed the evaluation of MAGE-A family 
expression using a “MAGE-A cocktail” with the following antibodies: MA454, 
M3H67, 57B and 6C1, that allowed us to have an overview of MAGE-A family 
(MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6 MAGE-A10 and 
MAGE-A12) expression in HL. 
A heat-based antigen-retrieval method was used for all antibodies 
(vegetable steamer [Black and Decker; Denver, CO, USA] 90°C, 30 min). A 
biotinylated horse anti-mouse secondary antibody (1:200; Vector, Burlingame, 
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CA, USA) was used to detect primary antibody, followed by an avidin-biotin 
system (ABC-elite kit, Vector). 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(Biogenex; San Ramon, CA, USA) served as chromogen. Endogenous 
peroxidase was suppressed by 1% H2O2 for 20 min. The extent of tumor 
staining was estimated on the basis of numbers of tumor cells stained. Staining 
in <50% of the tumor (+ to ++) was considered heterogeneous staining. Testis 
with preserved spermatogenesis was used as positive controls and reactive 
lymph nodes and tonsils samples were used as negative controls for all 
antibodies.  
Spontaneous humoral immune response analysis by ELISA: 
Serum samples of 97 previously untreated NHL cases, including 59 
cases from the TMA cohort, were obtained at Hospital São Paulo, UNIFESP, 
Brazil. According to the WHO classification, the NHL cases consisted of 50 
(51.5%) DLBCL, 10 (10.3%) FL, 8 (8.2%) PTCL, 6 (6.2%) MALT lymphoma, 5 
(5.2%) MZL, 4 (4.1%) MCL, 4 (4.1%) ATLL, 3 (3.1%) SLL, 2 (2.1%) T-
lymphoblastic lymphoma, 2 (2.1%) B-lymphoblastic lymphoma, 2 (2.1%) ALCL 
and 1 (1%) MF. Clinical data of NHL patients included in spontaneous humoral 
immune response analysis are summarized in Table 4. 
We examined humoral immunity to a broad panel of CTAs including 
those tested by immunohistochemistry (MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, 
MAGE-A10, NY-ESO-1, CT7, CT10, CT24, CT45, CT46, CT47, CT63, CT83, 
SSX-1, SSX-2, SSX-4, LAGE-1, GAGE-2, SAGE-1, XAGE-1) using ELISA with 
recombinant CTA or CTA fragments.  
Serum was diluted serially from 1:100–1:100,000 and added to low-
volume 96-well plates (Corning, NY, USA) coated overnight at 4°C with 1 µg/mL 
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antigen in 25 µL and blocked for 2 h at RT with PBS containing 5% nonfat milk. 
After overnight incubation, plates were extensively washed with PBS containing 
0.2% Tween 20 and rinsed with PBS (BioTek ELx405 automated washer). 
Plasma IgG (total or subclasses) bound to antigens was detected with specific 
monoclonal antibodies conjugated to alkaline phosphatase (Southern Biotech, 
Birmingham, AL, USA). Following addition of ATTOPHOS substrate (Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA), absorbance was measured using a Cytofluor 
Series 4000 fluorescence reader (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, 
USA). A reciprocal titer was calculated for each plasma sample as the maximal 
dilution still significantly reacting to a specific antigen. Specificity was 
determined by comparing seroreactivity among the various antigens tested. In 
each assay, sera of patients with known presence or absence of specific 
reactivity were used as controls. A positive result was defined as extrapolated 
reciprocal titers > 100.  
Statistical analysis:  
Associations between the variables were tested by the Pearson Chi-
Square Test (X2). Mann-Whitney test was used to perform mean comparisons. 
Overall survival (OS) analyses were performed according to Kaplan-Meier 
method and the log-rank was used for analyzing differences between curves. A 
p value lower than 0.05 was considered as statistically significant. 
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Results:  
Due to the low overall CTA expression in both HL and NHL TMA, 
positivity was not graduated, and the samples were analyzed as positive for > 
or = 1 CTA (any degree of positivity >5%) or negative. 
Hodgkin´s lymphoma tissue microarray (TMA): 
In HL treatment response analysis, we found a strong correlation 
between EBER in situ hybridization positivity and response to ABVD regimen, 
with all 21 EBV-negative patients achieving complete response (CR) and only 
9/17 (52.9%) of EBV-positive patients achieving CR. None of other clinical 
subgroups presented statistical significant difference in treatment response, as 
demonstrated on Table 5. 
Eight (21.1%) of 38 HL cases expressed at least one CTA, being 6/25 
nodular sclerosis and 2/9 mixed cellularity. Among the 8 positive cases, 6/20 
were female and 2/18 male. Despite the difference found in CTA expression 
between early (11.8%) and advanced stage (28.6%) disease, this difference 
was not statistically significant (p=0.195). None of the other HL clinical 
subgroups also presented statistically significant difference in CTA expression, 
as demonstrated on Table 6. Among the tested CTAs, MAGE-A and CT7 were 
the most frequently expressed in HL, being positive in 7/38 (18.4%) and 5/38 
(13.2%) of cases respectively.  
Non-Hodgkin´s lymphomas tissue microarray (TMA):  
CTA expression analyses at protein level by immunohistochemistry found that 
12/106 (11.3%) NHLs expressed at least 1 of 9 tested CTAs from the panel. 
The most frequently expressed CTAs were GAGE (5.7%) and NY-ESO-1 
(4.8%). We also found MAGE-A family positivity of 6.6% when analyzed in 
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group, similarly to the HL TMA. The 12 CTA positive cases were: 9/56 DLBCL, 
1/2 ALCL, 1/3 lymphoplasmacytic lymphoma and 1/9 PTCL. It was observed 
higher CTA expression among aggressive NHL (14.9%) compared to indolent 
NHL (3.1%), DLBCL (16.1%) compared to non-DLBCL subgroup (6.0%) and 
among patients who did not achieved complete response (15.0%) compared to 
those who achieved complete response (6.8%), but it was not statistically 
significant. Unexpectedly, early stage disease subgroup (19.5%) presented 
higher number of CTAs expressed compared to advanced disease (6.2%). 
Difference of CTA expression between the subgroups of different cell origin and 
International Prognostic Index (IPI) did not reach statistical significance (see 
Table 7). 
The median OS of NHL group was 65 months. Survival analysis 
demonstrated statistical significant difference between the following groups: 
indolent (median OS 70 months) and aggressive lymphoma (median OS 12 
months) (p=0.0002); DLBCL (median OS 10 months) and non-DLBCL (median 
OS 70 months) (p=0.0015); low, intermediate and high IPI (p=0.002). Despite 
the difference found between OS of NHL patients who presented no CTA 
expression (median OS 65 months) and cases that expressed at least one CTA 
(median OS of 11 months), this difference was not statistically significant 
(p=0.0947) (see Figure 1). The survival analysis of NHL patients included in 
TMA is summarized on Table 8.  
Spontaneous humoral immune response (ELISA) in NHL: 
ELISA assay demonstrated spontaneous humoral immune response 
against at least 1 CTA of our broad panel in 19 of 97 (19.6%) NHL samples. 
CT47 was the most frequently expressed CTA (7.2%), followed by CT45 
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(5.1%), NY-ESO-1 (5.1%) and MAGE-A4 (5.1%). Grouping the MAGE-A family 
similarly to the TMA analysis, we found positivity in 8.2% of NHL serum 
samples. Among DLBCL, CT45 and NY-ESO-1 were the most frequently 
expressed CTAs, being positive in 4/50 (8.0%) and 3/50 (6.0%), respectively. 
CTAs were more frequently expressed in B-cell lymphomas (21.2%) 
when compared to T-cell lymphomas (6.2%) (p=0.048). No significant 
differences in CTA expression were seen in other subgroups according to 
clinical behavior, being DLBCL or not, Ann Arbor staging, IPI or response, as 
shown in Table 9. 
The median OS of NHL group was 33 months, and the survival analysis 
demonstrated statistical significant difference between indolent (median OS not 
reached) and aggressive lymphomas (median OS 16 months) (p=0.012), and 
between early (median OS not reached) and advanced Ann Arbor staging 
(median OS 22 months) (p=0.036). There was no statistical difference in CTA 
positivity, according to NHL cell origin, being DLBCL or not and IPI. 
Restricting the panel to the 9 CTAs included in TMA, 13 (13.4%) of 97 
LNH sera samples were positive for at least 1 CTA of panel, being MAGE-A4 
(4.1%), MAGE-A3 (3.1%) and NY-ESO-1 (3.1%) the most frequently expressed 
CTAs.  
In the 59 NHL cases with both tissue and sera available, we found 3 
positive cases by IHC and 10 positive cases by ELISA; 2 of 3 IHC-positive 
cases were also positive by ELISA and 1 IHC positive case was negative by 
ELISA. 
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Discussion: 
As far as we know, this is the most extensive study performed in this 
field, evaluating CTA expression in HL and NHL tumor samples, serum immune 
response analysis, clinical and prognostic data. 
We found overall low expression of CTAs in our series of HL (21.1%) and 
NHL (11.3%) TMAs, being MAGE-A (18.4%) and CT7 (13.2%) the most 
frequently expressed CTAs in HL, and MAGE-A (6.6%), GAGE-2 (5.7%), NY-
ESO-1 (4.8%) and CT7 (4.8%), the most frequently expressed CTAs in NHL. 
Although the limited data published about CTA expression in lymphomas, our 
findings are in agreement with most studies using RT-PCR and 
immunohistochemical analysis, that also demonstrated low expression of CTAs 
included in our panel for both HL and NHL [33,37,38].  
An unexpected finding in our NHL cases was the higher CTA expression 
in early stage disease subgroup compared to advanced disease (p=0.046), 
Most studies published until now pointed that CTAs are more frequently 
expressed in high histological grade, advanced and metastatic diseases [19,23-
31]. This CTA expression pattern was seen in following clinical subgroups of HL 
(early < advanced stage) and NHL (indolent < aggressive NHL; complete 
response < non-complete response), but differences were not statistically 
significant. 
It was difficult to compare our results with the study of Xie et al. [33] 
because both studies used different panels of CTAs. Unfortunately anti-SCP-1 
and commercially available anti-SSX antibodies were not included in our panel 
because both of them were negative for all positive controls by RT-PCR in LICR 
previous study (data not published).  Among the overlapping CTAs (MAGE-A3, 
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MAGE-A4 and CT7) we found lower expression of CT7 in DLBCL (2/60 vs. 
2/28) and positive expression of MAGE-A3 (2/60) and MAGE-A4 (1/60), 
reported as negative in all DLBCL cases by Xie et al.  Although tested in only 
5/28 DLBCL cases by Xie et al. (being negative in all them), NY-ESO-1 was 
positive in 4/60 DLBCL in our cohort. Among T-cell lymphomas, using our CTA 
panel, we found positivity in only 1/19 samples (PTCL with positivity for MAGE-
A1 and GAGE-2). Except for SCP-1 that was positive in 9/15 samples, Xie et al. 
also demonstrated low positivity of other CTAs in T-cell lymphomas.  
In the present study, overall survival differences between indolent 
(median OS 70 months) and aggressive lymphomas (median OS 12 months) 
(p=0.0002) and between DLBCL (median OS 10 months) and non-DLBCL 
(median OS 70 months) (p=0.0015) probably occurred due to unavailability of 
rituximab for DLBCL treatment in our hospital at the time when the patients 
were recruited. (They were uniformly treated with CHOP-like regimen without 
rituximab). 
Even in a partially different cohort, we considered important to access the 
serum response against CTA in NHL because we had a larger panel of CTAs 
available for ELISA assay, allowing us to search humoral response against 
other CTAs not included in our IHC panel (sera of HL patients at diagnosis was 
not available). NHL patient seem to be able to elicit humoral response against 
CTA, because we found CTA positivity in similar proportion of patients 
compared to IHC. We found serum reactivity against at least 1 CTA in 19 of 97 
(19.6%) NHL patients. It is possible that this slightly higher positivity compared 
to IHC analysis occurred due to the larger CTA panel used in ELISA assay, the 
difference of analyzed cohort (only 59 patients in common) or underestimation 
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of TMA results in focally positive cases. Although the finding of serum reactivity 
against MAGE-A family in 8.2% of NHL serum samples, analyzing separately, 
the highest humoral response was seen against CT47 (7.2%), followed by CT45 
(5.1%), NY-ESO-1 (5.1%) and MAGE-A4 (5.1%). Among DLBCL, CT45 and 
NY-ESO-1 were the most frequently expressed CTAs, being positive in 4/50 
(8.0%) and 3/50 (6.0%), respectively. Unfortunately CT47 and CT45 were not 
included in our TMA panel because specific antibodies for 
immunohistochemistry were not commercially available, neither at Ludwig 
Institute for Cancer Research – NY, our collaborating center. As described 
before, despite CT63/PASD1 has been pointed as another potential candidate 
for vaccine approach in DLBCL due to its high expression demonstrated by 
SEREX and T-cell cytotoxic response studies [34-36], in our study, CT63 was 
only tested for serum reactivity in NHL patients, and its expression was negative 
in all DLBCL samples. The only CT63 positive case was a null-cell phenotype 
anaplastic large cell lymphoma. The summary of study design and results is 
illustrated on Figure 2.  
Therefore, we concluded that expression of CTAs in our series of HL and 
NHL tumor samples was low, such as serum reactivity against CTA in NHL. 
Although there is limited data published about CTA expression in lymphomas, 
our findings are concordant to most of studies using RT-PCR and 
immunohistochemical analysis. We did not find statistical significant correlation 
between CTA expression and clinical or prognostic parameters in HL or NHL. 
However, our ELISA findings suggest that NHL patients are able to elicit 
humoral response against CTAs.  
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Tables  
 
Table 1. Clinical data of Hodgkin´s lymphoma patients (n=38). 
 
Clinical data 
 
n % 
Median age: 28.5 (16-57) 
 
  
Gender  
   Male 
   Female 
 
18 
20 
 
 
47.4 
52.6 
 
HL Subtype  
   Nodular sclerosis 
   Mixed cellularity 
   Lymphocyte predominant 
   Unclassified 
 
25 
9 
2 
2 
 
65.8 
23.7 
5.3 
5.3 
 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II) 
   Advanced (III or IV) 
 
17 
21 
 
44.7 
55.3 
 
EBV status 
   Negative 
   Positive 
 
21 
17 
 
55.3 
44.7 
 
Response  
   Complete response 
   Relapsed/ refractory 
 
30 
8 
 
78.9 
21.1 
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Table 2. Clinical data of Non-Hodgkin´s lymphoma patients included in TMA study (n=106). 
 
Clinical data 
 
N % 
Age 
   <or =60 
   >60 
Median age: 54 (17-91) 
 
 
67 
39 
 
63.2 
36.8 
 
Gender  
   Male 
   Female 
 
 
55 
51 
 
51.9 
48.1 
HIV status  
   Negative 
   Positive 
 
 
97 
9 
 
91.5 
8.5 
Tumor cell origin  
   B-cell 
   T-cell 
   Non-B/non-T 
 
 
89 
16 
1 
 
84.0 
15.1 
0.9 
Clinical behavior  
   Indolent 
   Aggressive 
 
 
32 
74 
 
30.2 
69.8 
DLBCL/ Non-DLBCL 
   Non-DLBCL 
   DLBCL 
 
 
50 
56 
 
47.2 
52.8 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II) 
   Advanced (III or IV) 
 
 
41 
65 
 
38.7 
61.3 
IPI  
   Low 
   Intermediate (low and high-intermediate) 
   High 
   Not available 
 
 
31 
46 
19 
10 
 
29.2 
43.4 
17.9 
9.4 
Response  
   Complete response 
   Partial response 
   Stable disease 
   Progressive disease 
   Not available 
 
 
44 
22 
0 
38 
2 
 
41.5 
20.8 
0 
35.8 
1.9 
IPI = International Prognostic Index 
 
 
 
72 
 
Publicações 
Table 3. Monoclonal antibodies used in immunohistochemical analyses. 
 
Monoclonal 
antibody  
Mainly recognized 
Antigen(s)  
Source  Cellular staining 
pattern  
References 
MA454*  
 
MAGE-A1 LICR Cytoplasmic 28,43-46 
M3H67* 
  
 
MAGE-A3 LICR Nuclear & 
cytoplasmic 
28,45,46 
57B * 
 
 
MAGE-A4 Dr Spagnoli, Basel, 
Switzerland 
Nuclear & 
cytoplasmic 
28,45,46 
MAGE-A10#9  
 
 
MAGE-A10 LICR Nuclear & 
cytoplasmic 
47 
CT7-33  
 
 
CT7/MAGE-C1 LICR Nuclear & 
cytoplasmic 
28,45,46 
CT10#5  
 
CT10/MAGE-C2 LICR Nuclear  47,48,49 
#26  
 
 
GAGE BD Bioscience Nuclear & 
cytoplasmic 
47,48 
E978  
 
NY-ESO-1 LICR Cytoplasmic 48,50 
219-510-23**  
 
 
NY-ESO-1/ LAGE-1 LICR Nuclear & 
cytoplasmic 
47,50 
 
*MAbs included in “MAGE-A cocktail” used in HL TMA. The antibody 6C1, that recognize 
multiple members of MAGE-A family (MAGE-A1, 2, 3, 4, 6, 10 and 12) was also included in 
“MAGE-A cocktail”. 
**219-510-23 was not tested in HL samples. 
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Table 4. Clinical data of Non-Hodgkin´s lymphoma patients included in ELISA study (n=97). 
 
Clinical data 
 
n % 
Age 
   <or =60 
   >60 
Median age: 54 (17-86)                                                                                   
 
 
64 
33 
 
66.0 
34 .0 
 
Gender  
   Male 
   Female 
 
 
53 
44 
 
54.6 
45.4 
HIV status  
   Negative 
   Positive 
 
 
92 
5 
 
94.8 
5.2 
Tumor cell origin  
   B-cell 
   T-cell 
   Null 
 
80 
16 
1 
 
82.5 
16.5 
1.0 
 
Clinical behavior  
   Indolent 
   Aggressive 
 
 
28 
69 
 
28.9 
71.1 
DLBCL/ Non-DLBCL 
   Non-DLBCL 
   DLBCL 
 
 
47 
50 
 
48.5 
51.5 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II) 
   Advanced (III or IV) 
   Not available 
 
 
34 
62 
1 
 
 
35.1 
63.9 
1.0 
 
IPI  
   Low 
   Intermediate    (low and high-intermediate) 
   High 
   Not available 
 
 
29 
48 
15 
5 
 
29.9 
49.5 
15.5 
5.2 
Response  
   Complete response  
   Partial response 
   Stable disease 
   Progressive disease 
   Not available 
 
 
41 
17 
0 
38 
1 
 
42.3 
17.5 
0 
39.2 
1.0 
IPI = International Prognostic Index 
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Table 5. Hodgkin´s lymphoma response analysis. 
 
Clinical data 
 
N Complete 
response (%) 
N Refractory/ 
relapsed (%) 
p value 
Gender  
   Male 
   Female 
 
 
13 
17 
 
72.2 
85.0 
 
5 
3 
 
27.8 
15.0 
 
0.286 
HL Subtype  
   Nodular sclerosis 
   Mixed cellularity 
   Lymphocyte predominant 
   Unclassified 
 
 
21 
5 
2 
2 
 
84.0 
55.6 
100.0 
100.0 
 
4 
4 
0 
0 
 
16.0 
44.4 
0 
0 
 
0.220 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II) 
   Advanced (III or IV) 
 
 
15 
15 
 
88.2 
71.4 
 
2 
6 
 
11.8 
28.6 
 
0.195 
EBV status 
   Negative 
   Positive 
 
 
21 
9 
 
100.0 
52.9 
 
0 
8 
 
0 
47.1 
 
< 0.001 
CTA positivity 
   0 CT 
   > or = 1 
 
 
24 
6 
 
80.0 
75.0 
 
6 
2 
 
20.0 
25.0 
 
0.954 
MAGE-A 
   negative 
   positive 
 
 
24 
6 
 
77.4 
85.7 
 
7 
1 
 
22.6 
14.3 
 
0.538 
CT7 
   negative 
   positive 
 
 
27 
3 
 
81.8 
60 
 
6 
2 
 
18.2 
40 
 
0.279 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
75 
 
Publicações 
Table 6. Hodgkin´s lymphoma CTA expression analysis. 
 
Clinical data 
 
N 0 CTA 
 (%) 
N > or = 1 CTA   
 (%) 
p 
value 
HL Subtype  
   Nodular sclerosis 
   Mixed cellularity 
   Lymphocyte predominant 
   Unclassified 
 
 
19 
7 
2 
2 
 
76.0 
77.8 
100.0 
100.0 
 
6 
2 
0 
0 
 
24.0 
22.2 
0 
0 
 
0.752 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II) 
   Advanced (III or IV) 
 
 
15 
15 
 
88.2 
71.4 
 
2 
6 
 
11.8 
28.6 
 
0.195 
EBV status 
   Negative 
   Positive 
 
 
17 
13 
 
81.0 
76.5 
 
4 
4 
 
19.0 
23.5 
 
0.522 
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Table 7. Analysis of CT expression in different non-Hodgkin´s lymphoma subgroups (TMA). 
 
Clinical data 
 
N 0 CTA  
 (%) 
N > or = 1 CTA 
 (%) 
p 
value 
NHL cell origin  
   B-cell  
   T-cell  
   Null  
 
79 
14 
1 
 
88.8 
87.5 
100.0 
 
 
10 
2 
0 
 
11.2 
12.5 
0 
 
0.928 
NHL clinical behavior 
   Indolent  
   Aggressive  
 
 
31 
63 
 
96.9 
85.1 
 
1 
11 
 
3.1 
14.9 
 
0.102 
DLBCL/ non-DLBCL 
   Non-DLBCL  
   DLBCL  
 
 
47 
47 
 
94.0 
83.9 
 
3 
9 
 
6.0 
16.1 
 
0.130 
Ann Arbor staging  
   I or II  
   III or IV  
 
 
33 
61 
 
80.5 
93.8 
 
8 
4 
 
19.5 
6.2 
 
0.046 
IPI 
   0 or 1  
   2 or 3  
   4 or 5  
   Not available  
 
 
27 
41 
17 
9 
 
87.1 
89.1 
89.5 
90.0 
 
4 
5 
2 
1 
 
12.9 
10.9 
10.5 
10.0 
 
0.990 
Response 
   Complete response  
   Non-complete response 
   Not available  
 
 
41 
51 
2 
 
93.2 
85.0 
100 
 
3 
9 
0 
 
6.8 
15.0 
0 
 
0.230 
IPI = International Prognostic Index 
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Table 8. Survival analysis of patients included in non-Hodgkin´s lymphoma TMA. 
 
Clinical data n Median  OS 
(months) 
P value 
Age 
   <or =60 
   >60 
 
 
67 
39 
 
65 
49 
NS 
Tumor cell origin  
   B-cell 
   T-cell 
 
89 
16 
 
65 
26 
 
NS 
Clinical behavior  
   Indolent 
   Aggressive 
 
 
32 
74 
 
70 
12 
P=0.0002 
DLBCL/ Non-DLBCL  
   Non-DLBCL  
   DLBCL 
 
 
50 
56 
 
70 
10 
P=0.0015 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II)  
   Advanced (III or IV) 
 
 
41 
65 
 
not reached 
49 
NS 
IPI  
   Low 
   Intermediate (low and high-intermediate)  
   High 
 
31 
46 
19 
 
 
not reached 
14 
13 
 
P=0.002 
CTA positivity 
   0 CTA 
   > or = 1 
 
 
94 
12 
 
65 
11 
NS 
P=0.0947 
 
NS= Non significant 
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Table 9. Analysis of spontaneous humoral immune response against CTA in different non-
Hodgkin´s lymphoma subgroups (n=97). 
 
Clinical data 
 
N 0 CTA (%) N > or = 1 CTA 
(%) 
p 
value 
NHL cell origin  
   B-cell  
   T-cell  
   Null  
 
63 
15 
0 
 
78.8 
93.8 
0 
 
 
17 
1 
1 
 
21.2 
6.2 
100.0 
 
0.048 
NHL clinical behavior 
   Indolent  
   Aggressive  
 
 
22 
56 
 
78.6 
81.2 
 
6 
13 
 
21.4 
18.8 
 
0.487 
DLBCL/ non-DLBCL 
   Non-DLBCL  
   DLBCL  
 
 
37 
41 
 
78.7 
82.0 
 
10 
9 
 
21.3 
18.0 
 
0.799 
Ann Arbor staging  
   Early (I or II)  
   Advanced (III or IV)  
   Not available  
 
 
27 
50 
1 
 
79.4 
80.6 
100.0 
 
7 
12 
0 
 
20.6 
19.4 
0 
 
0.875 
IPI 
   0 or 1  
   2 or 3  
   4 or 5  
   Not available  
 
 
22 
41 
12 
3 
 
75.9 
85.4 
80.0 
60.0 
 
7 
7 
3 
2 
 
24.1 
14.6 
20.0 
40.0 
 
0.481 
Response 
   Complete response  
   Non-complete response   
 
 
32 
46 
 
78.0 
82.1 
 
9 
10 
 
22.0 
17.9 
 
0.616 
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Figures 
 
Figure 1. Survival analysis of non-Hodgkin´s lymphomas patients according to CT expression 
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Figure 2. Summary of study design. 
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Levando-se em conta a importância dos CTAs como potenciais alvos 
para imunoterapia, devido ao padrão de expessão seletivo em células tumorais 
e alto potencial de induzir resposta imune humoral e celular, procuramos com 
este trabalho compreender melhor o perfil de expressão desses antígenos em 
linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin para, dessa forma, contribuir com o 
aprimoramento de novas abordagens terapêuticas e melhora na evolução dos 
pacientes.  
 Inicialmente, nossa proposta foi avaliar a expressão de CTAs através da 
técnica de RT-PCR quantitativo, com posterior validação dos achados por 
imunohistoquímica. Entretanto, devido à indisponibilidade de banco de tecido 
fresco congelado na nossa instituição e dificuldade para se conseguir 
casuística prospectiva suficiente, decidimos iniciar o nosso estudo avaliando 
diretamente a expressão protéica de CTAs por imunohistoquímica, método 
bastante utilizado na literatura para avaliação da expressão desses antígenos 
em outros tipos de tumores.  
A grande limitação para essa metodologia foi a disponibilidade de 
anticorpos para imunohistoquímica, pois poucos deles são comercializados, e 
dependemos da colaboração com outras instituições para conseguirmos 
montar um painel mais amplo de CTAs.  
Após aceitação da proposta de colaboração com o Ludwig Institute for 
Cancer Research (LICR) de Nova York, submetemos uma emenda ao projeto 
inicial para apreciação da CONEP porque, devido às normas internas do LICR, 
os anticorpos não poderiam ser enviados à nossa instituição, sendo 
necessário, então, o envio de material biológico para o exterior. Infelizmente, 
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essa aprovação da emenda pela CONEP atrasou a execução do projeto em 
cerca de 1 ano. 
Com a obtenção da aprovação da CONEP, as lâminas de TMA de LH e 
LNH, bem como as amostras de soro de pacientes com LNH foram enviados 
ao LICR-NY, onde fui recebido pelo Dr. Achim A Jungbluth do Laboratório de 
Patologia, e pelo Dr. Sacha Gnjatic do Laboratório de Imunologia do LICR-NY,  
permanecendo por cerca de 2 meses para realização e interpretação das 
reações de imunohistoquímica e ELISA. 
O intuito inicial do presente estudo foi avaliar apenas linfomas não-
Hodgkin mas, após observarmos forte positividade para MAGE-A3, MAGE-A4 e 
CT7 em um dos 5 casos de linfoma de Hodgkin incluídos como controles 
positivos para outro estudo em andamento utilizando o mesmo TMA, 
estendemos a avaliação para LH, com a concordância do Prof Dr. Otavio C. G. 
Baiocchi, responsável pelos pacientes na UNIFESP.   
Embora todos os 38 casos de LH analisados sejam do subtipo clássico, 
como esse subgrupo compreende 95% dos pacientes, entendemos que não há 
prejuízo na avaliação do perfil de expressão de CTAs nessa doença. 
Uma possível crítica a esse trabalho é a abordagem dos LNH em 
conjunto, dividindo-os no máximo de acordo com a origem celular (B ou T), 
comportamento biológico (agressivo ou indolente), ser ou não LDGCB, ou IPI. 
Essa estratégia, porém, é a mesma utilizada pela maioria dos estudos em LNH 
devido à grande heterogeneidade de subtipos histológicos.  
 Outra possível crítica a esse estudo reside na abordagem terapêutica 
(ainda não havia disponibilidade de uso do rituximabe em associação com 
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esquema CHOP para tratamento de linfomas de células B para os pacientes 
incluídos nessa casuística), principalmente em relação à sobrevida global. 
Entretanto, como os pacientes foram uniformemente tratados dessa maneira, 
acreditamos que a avaliação como grupo é válida. Destacamos que a 
indisponibilidade do rituximabe é, provavelmente, a causa da baixa sobrevida 
global dos pacientes aqui estudados, sobretudo do subgrupo de linfomas 
difusos de grandes células B. 
 Devido à baixa expressão dos CTAs testados no painel de TMA, a 
positivadade das reações não foi graduada em: focal <5%; + 5–25%; ++ 26–
50%; +++ 51–75%; ou ++++ >75% como era a nossa intenção inicial, sendo 
considerada apenas como positiva ou negativa.  
A taxa de positividade foi discretamente superior na avaliação da 
resposta humoral, quando comparada à expressão protéica, para a maioria dos 
CTAs. Esse fato pode ter ocorrido devido à diferença entre as coortes 
analisadas (apenas 59 pacientes em comum), entretanto, consideramos 
também a possibilidade da expressão de CTAs a nível proteico ter sido 
subestimada devido ao padrão de positividade focal em alguns casos. 
Estudos recentes (Heidebrecht et al., 2006; Chen et al., 2010) 
demonstram positividade bem maior do CT45 em relação aos CTAs incluídos 
no nosso painel de imunohistoquímica, tanto em LH (55% a 55%) quanto em 
linfoma difuso de grandes células B (22%). Em nosso estudo, esse CTA só foi 
incluído na avaliação da resposta humoral, e sua positividade foi de 5,1%. 
Como Chen et al. (2010) demonstraram que a resposta anti-CT45 pode estar 
suprimida em LH, achamos interessante complementar a análise em nossa 
casuística posteriormente, com a avaliação da expressão protéica de CT45. 
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 1- Analisando 38 amostras tumorais de LH contra um painel contendo 
anticorpos capazes de identificar a família MAGE-A, família GAGE, CT7, CT10, 
e NY-ESO1, encontramos positividade para pelo menos 1 dos CTAs em 21,1% 
das amostras. MAGE-A (18,4%) e CT7 (13,2%) foram os CTAs mais 
frequentemente expressos.  
 Não encontramos diferença estatisticamente significante na expressão 
de CTAs entre os subgrupos clinicopatológicos de LH. A análise de sobrevida 
não foi realizada nos LH devido à indisponibilidade dos dados. 
 2- Avaliando a expressão de CTAs em 106 amostras tumorais de LNH 
utilizando anticorpos capazes de identificar família MAGE-A, família GAGE, 
CT7, CT10, NY-ESO1 e LAGE-1 encontramos baixa positividade desses CTAs 
(11,3% das amostras foram positivas para pelo menos 1 dos CTAs). A família 
MAGE-A (6,6%), família GAGE (5,7%), NY-ESO-1 (4,8%) e CT7 (4,8%) foram 
os CTAs mais frequentemente expressos em LNH. Essa baixa positividade 
para os CTAs incluídos no presente estudo é concordante com os dados da 
literatura.  
 Quanto à correlação com dados clinicopatológicos, as diferenças entre 
os diversos subgrupos clínicos não foram estatisticamente significantes. 
Inesperadamente, o grupo com estadiamento inicial (19,5%) apresentou maior 
expressão de CTAs em relação ao grupo com estadiamento avançado. Apesar 
da grande diferença da sobrevida mediana entre os pacientes que não 
expressaram CTAs (65 meses) e os pacientes que expressaram pelo menos 1 
CTA (11 meses), não houve significância estatística entre os grupos.  
3- A resposta humoral contra CTAs foi igualmente baixa (19,6%) em 
pacientes com LNH, mesmo utilizando um painel mais amplo de antígenos. A 
família MAGE-A (8,2%) e o CT47 (7.2%) foram os CTAs mais frequentemente 
expressos. Os dados de imunidade humoral espontânea sugerem que, apesar 
da baixa expressão dos CTAs testados, os pacientes com LNH são capazes de 
montar resposta humoral contra CTAs porque a reatividade sérica ocorreu em 
níveis semelhantes ao da expressão protéica.  
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Tabela I: Os antígenos cancer-testículo descritos até o momento. 
Gene family Family members 
CT 
identifier 
Chromosomal 
localization 
MAGEA 
MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA5, 
MAGEA6, MAGEA8, MAGEA9, MAGEA10, MAGEA11, 
MAGEA12 
CT1 Xq28 
BAGE BAGE CT2 21p11.1 
MAGEB MAGEB1, MAGEB2, MAGEB3, MAGEB4, MAGEB5, MAGEB6 CT3 Xp21.3 
GAGE 
GAGE1, GAGE2, GAGE3, GAGE4, GAGE5, GAGE6, GAGE7, 
GAGE8 
CT4 Xp11.23 
SSX SSX1, SSX2, SSX3, SSX4 CT5 Xp11.23-p11.22. 
NY-ESO-1 CTAG1B, CTAG2 CT6 Xq28 
MAGEC1 MAGEC1 CT7 Xq26 
SYCP1 SYCP1 CT8 1p12-p13 
BRDT BRDT CT9 1p22.1 
MAGEC2 MAGEC2 CT10 Xq27 
SPANX SPANXA1, SPANXB1, SPANXC, SPANXD CT11 Xq27.1 
XAGE XAGE1 CT12 Xp11.22 
HAGE DDX43 CT13 6q12-q13. 
SAGE SAGE1 CT14 Xq26. 
ADAM2 ADAM2 CT15 8p11.2. 
PAGE-5 PAGE5 CT16.1 Xp11.23 
LIPI LIPI CT17 21q11.2 
NA88A 
pseudogene 
VENTXP1 CT18 Xp21.3. 
IL13RA IL13RA2 CT19 Xq13.1-q28 
TSP50 TSP50 CT20 3p12–14 
CTAGE-1 CTAGE1 CT21.1 18p11.2 
SPA17 SPA17 CT22 11q24.2 
ACRBP ACRBP CT23 12p12-p13. 
CSAG CSAG1, CSAG2 CT24 Xq28. 
MMA1 DSCR8 CT25 21q22.2. 
CAGE/DDX53 DDX53 CT26 Xp22.11 
BORIS CTCFL CT27 20q13.31 
HOM-TES-85 LUZP4 CT28 Xq23 
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AF15q14 CASC5 CT29 15q14 
HCA661 TFDP3 CT30 Xq26.2 
JARID1B JARID1B CT31 1q32.1. 
LDHC LDHC CT32 11p15.3-p15.5 
MORC MORC1 CT33 3q13 
SGY-1 DKKL1 CT34 19q13.33 
SPO11 SPO11 CT35 20q13.2-q13.3 
TPX1 CRISP2 CT36 6p21-qter 
NY-SAR-35 FMR1NB CT37 Xq27.3-q28. 
FTHL17 FTHL17 CT38 Xp21 
NXF2 NXF2 CT39 Xq22.1 
TAF7L TAF7L CT40 Xq22.1 
TDRD1 TDRD1 CT41 10q25.3. 
TEX15 TEX15 CT42 8p12 
FATE FATE1 CT43 Xq28 
TPTE TPTE CT44 21p11 
CT45 CT45-1, CT45-2, CT45-3, CT45-4, CT45-5, CT45-6 CT45 Xq26.3 
HORMAD1 HORMAD1 CT46 1q21.2. 
CT47 
CT47-1, CT47-2, CT47-3, CT47-4, CT47-5, CT47-6, CT47-7, 
CT47-8, CT47-9, CT47-10, CT47-11, CT47-12 
CT47 Xq24 
SLCO6A1 SLCO6A1 CT48 5q21.1 
TAG TAG CT49 Na 
LEMD1 LEMD1 CT50 1q32.1 
HSPB9 HSPB9 CT51 1p36.2-p35 
CCDC110 CCDC110 CT52 4q35.1 
ZNF165 ZNF165 CT53 6p21.3 
SPACA3 SPACA3 CT54 17q11.2 
CXorf48 CXorf48 CT55 Xq26.3 
THEG THEG CT56 19pter-p13 
ACTL8 ACTL8 CT57 1p36.2-p35 
NLRP4 NLRP4 CT58 1p36.2-p35 
COX6B2 COX6B2 CT59 19q13.42 
LOC348120 LOC348120 CT60 15q11.2 
CCDC33 CCDC33 CT61 15q24.1 
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LOC196993 LOC196993 CT62 15q23 
PASD1 PASD1 CT63 Xq28 
CT64 CT64/BX103208 CT64 3q26.1. 
TULP2 TULP2 CT65 19q13.1. 
CT66 CT66/AA884595 CT66 7q11.22. 
KLKBL4 KLKBL4 CT67 16q21 
RBM46 RBM46 CT68 4q32.1 
CT69 CT69/BC040308 CT69 6q23.2 
CT70 CT70/BI818097 CT70 Na 
SPINLW1 SPINLW1 CT71 20q12-q13.2 
TSSK6 TSSK6 CT72 19p13.11 
ADAM29 ADAM29 CT73 4q34. 
CCDC36 CCDC36 CT74 3p21.31 
LOC440934 LOC440934 CT75 2q36.1 
SYCE1 SYCE1 CT76 10q26.3 
CPXCR1 CPXCR1 CT77 Xq21.3 
TSPY1 TSPY1 CT78 Yp11.2 
TSGA10 TSGA10 CT79 2q11.2. 
PIWIL2 PIWIL2 CT80 8p21.3 
ARMC3 ARMC3 CT81 10p12.31 
AKAP3 AKAP3 CT82 12p13.3. 
CXorf61 Cxorf61 CT83 Xq23 
PBK PBK CT84 8p21.2 
C21orf99 C21orf99 CT85 21q11.2 
OIP5 OIP5 CT86 15q15.1 
CEP290 CEP290 CT87 12q21.32 
CABYR CABYR CT88 18q11.2 
SPAG9 SPAG9 CT89 17q21.33. 
MPHOSPH1 MPHOSPH1 CT90 10q23.31 
ROPN1 ROPN1 CT91 3q21.1. 
PLAC1 PLAC1 CT92 Xq26 
CALR3 CALR3 CT93 19p13.1 
PRM PRM1/PRM2 CT94.1 16p13.2 
CAGE1 CAGE1 CT95 6p24.3 
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CT96 TTK CT96 6q13-q21 
LY6K LY6K CT97 8q24.3 
IMP-3 IMP-3 CT98 7p11. 
AKAP4 AKAP4 CT99 Xp11.2 
DPPA2 DPPA2 CT100 3q13.13 
KIAA0100/MLAA-22 KIAA0100 CT 101 7q11.2 
TCC52 TCC52 CT102 9p13.3 
SEMG1 SEMG1 CT103 20q12-q13.2 
POTE 
POTE21, POTE2, POTE8, POTE14, POTE15, POTE18, 
POTE22 
CT104 2q21.1 
FLJ36144/MAD-CT2 MAD-CT2 CT105 15q11.2. 
NUF2/CDCA1 CDCA1 CT106 1q23 
RHOXF2/PEPP2 PEPP2 CT107 Xq24 
OTOA OTOA CT108 16p12.2 
CCDC62 CCDC62 CT109 12q24.31 
GPATCH2 GPATCH2 CT110 1q41 
Na: not available 
Fonte: Caballero & Chen (2009).  
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